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p e r o x i d e a n d s u p e r o x i d e (F i g u r e 1 ) I t i s w e l l e s t a b l i s h e d t h a t t h e s e s p e c i e s a r e c a p a b l e
o f i n d u c i n g e x p r e s s i o n o f t h e pr o t o - o n c o g e n e s c -f o s , c -j u n , a n d c - m y c (C r a w f o r d e t a l ,
19 8 8 ; N o s e e t a l , 19 9 1 ) v i a a c t i v a t i o n o f t h e t r a n s c r i p t i o n f a c t o r N F - k B (Sh r e c k e t a l ,
19 9 1 ) . T h u s , o n c o g e n e a c t i v a t i o n i s o n e r o l e o f R O S i n c a r c i n o g e n e s i s . I n t h e p r e s e n c e
o f t r a c e m e t a l i o n s s u c h a s i r o n a n d c o p p e r , h y dr o g e n p e r o x i d e a n d s u p e r o x i d e r e a c t t o
p r o d u c e h y d r o x y l r a d i c a l s T h e s e c a n , i n t u r n , r e a c t d i r e c t l y w i t h D N A t o p r o d u c e b a s e
m o d i fi c a t i o n s o r s t r a n d b r e a k s . U l t i m a t e l y , s u c h m u t a t i o n s c a n l e a d t o a c e l l u l a r s t a t e
r e f e r r e d t o a s g e n o m i c i n s t a b i l i t y , i n w h i c h n u m e r o u s c h r o m o s o m a l a b e r r a t i o n s a r e
t y p i c a l l y p r e s e n t (C h e n g a n d L o e b , 1 9 9 3 ) T h i s a b i l i t y t o i n d u c e g e n o m i c i n s t a b i l i t y
r e pr e s e n t s a s e c o n d r o l e o f R O S i n c a r c i n o g e n e s i s A t h i r d r o l e p r o p o s e d b y T o y o k u n i e t
a l . ( 1 9 9 5 ) i s t h e a b i l it y o f R O S t o i n d u c e c h e m o t h e r a p y r e s i s t e n c e b y u p r e g u l a t i n g o t h e r
a n t i o x i da n t s s u c h a s a d u l t T - c e l l l e u k e m i a - d e r i v e d f a c t o r (A D F ), g l u t a t hi o n e S-
t r a n s f e r a s e (G ST ) a n d g l u t a t h i o n e (G SH ) (F i g u r e 1) . F i n a l l y , R O S m a y f a c i l i t a t e
i n v a s i o n a n d m e t a s t a s i s b y c a u s i n g d a m a g e t o p r o t e a s e i n h i b it o r s (e . g . , a i - p r o t e a s e
i n h i b i t o r ) b y o x i d i z i n g m e th i o n i n e r e s i d u e s o f t h e a c t i v e s i t e (Sw a im a n d P i z z o , 19 8 8 ;
J o h n s o n a n d T r a v i s , 1 9 7 9 ) , t h e r e b y i n d u c i n g e n h a n c e d a c t i o n o f p r o t e a s e s . T o g e th e r ,
t h e s e f u n c t i o n s o f R O S i n d i c a t e t h a t t h e s e s p e c ie s a r e c a p a b l e o f p a r t i c i p a t in g i n t h e
i n i t i a t i o n , p r o m o t i o n a n d p r o gr e s s i o n p h a s e s o f c a r c i n o g e n e s i s T h u s , R O S m a y b e
c o n s i d e r e d t o b e c o m p l e t e c a r c i n o g e n s .
N u c l e u s
A n t i o x id a n t E n z y m e (C a t a la s e , S O D ) i
H 2 O 2
.
O 2 t F e C u
P e r i iS fl o n P ^ t e l n D a m a g e
I P r o t e a s e In h i b i t o r
A n t i o x i d a n t t D a m a g e
(A D F , G S T - ] t , G S H e t c . )
P r o t ^
O n c o g e n e
A c t i v a t i o n
1
i
l e a s e t
G e n o m i c ^ ^
In s t a b i l i t y
C h e m o t ii e r a p y
R e s i s t a n c e
I
i n v a s i o n
{Me t a s t a s i s
F i gu r e 1 S c h e m a t i c o u t l i n e o f t h e r o l e o f r e a c t i v e o x y ge n s p e c i e s i n c a n c e r . F r o m
T o y o k u n i e t a l . , 19 9 5 SO D , s u p e r o x i d e d i s m u t a s e ; " O H , h y d r o x y l r a d i c a l ; A D F , a d u l t
T - c e l l l e u k e m i a - d e r i v e d f a c t o r ; G ST , g l u t a t h i o n e S- t r a n s f e r a s e ; G SH , g l u t a t h i o n e .
I n t h i s p a p e r , t h e p o t e n t i a l r o l e o f a n t i o x i d a n t e n z y m e s a n d o x i d a t i v e D N A
d a m a g e r e p a i r e n z y m e s a s m a r k e r s o f o x i d a t i v e s t r e s s i n c a r c i n o g e n e s i s w i l l b e
a d d r e s s e d T h e p u r p o s e o f t h i s s t u d y i s t o d e t e r m i n e i f c a t a l a s e (C A T ), g l u t a t h i o n e
p e r o x i d a s e (G P X ), s u p e r o x i d e d i s m u t a s e (SO D ), h u m a n M u t T h o m o l o g u e (hM T H l ) , 8 -
o x o gu a n i n e D N A g l y c o s y l a s e (h O G G l ) a n d h u m a n M u t Y h o m o l o gu e (hM Y H ) c a n b e
u s e d a s m a r k e r s f o r t h e e a r l y d e t e c t i o n o f c a r c i n o m a s o f t h e l u n g .
C H A P T E R n . C A T A L A S E
C a t a l a s e (C A T ) i s t h e m a i n c e l l u l a r e n z y m e r e s p o n s i b l e f o r s c a v e n g i n g H 2O 2
C A T d e c o m p o s e s H 2O 2 t o w a t e r a c c o r d i n g t o t h e f o l l o w i n g r e a c t i o n (P a n i k e r a n d I y e r ,
19 6 5 ) :
2 H 2O 2 - ^ 2 H 2 O + O 2
T h e CA T l o c u s h a s b e e n a s s i gn e d t o c h r o m o s o m e 1 l p l 3 (Ju n i e n e t a l , 19 8 0 ) .
L u d w i g e t a l . ( 19 9 1) e x a m i n e d l o s s o f h e t e r o z y g o s i t y (L O H ) a t t h e C 4 r i o c u s u s i n g a
c o h o r t o f 4 8 n o n - s m a l l c e l l l u n g c a n c e r (N SC L C ) s a m p l e s a n d n o r m a l l i m g t i s s u e f r o m
th e s a m e p a t i e n t s T h e i n c i d e n c e o f L O H a t t h e CA T Io q u s w a s 7 2% (2 1/ 2 9 ) . L o s s o f t h e
w h o l e a r m o f c hr o m o s o m e 1 I p p l a y s a m i n o r r o l e i n g e n e r a t i n g l l p l 3 d e l e t i o n s i n
N SC L C A s a d u p l i c a t i o n o f t h e r e m a i n i n g a l l e l e i n s a m p l e s w it h L O H a t t h e C 4 r l o c u s
w a s r a r e l y o b s e r v e d , i n t e r s t i t i a l d e l e t i o n , a n d n o t m i t o t i c r e c o m b i n a t i o n , s e e m s t o b e t h e
m o s t c o m m o n m e th o d fo r g e n e d e l e t i o n
F o n g e t a l . ( 19 9 4 ) e x a m i n e d l o s s o f h e t e r o z y g o s i t y (L O H ) a t t h e CA T \o c u % b y
m e a n s o f r e s t r i c t i o n f r a g m e n t l e n g th p o l ym o r p h i s m (R F L P ) a n a l y s i s F o r t y p e r c e n t o f
t h e c a s e s w e r e s q u a m o u s c e l l c a r c i n o m a s ( SC C s ) T h e f r e q u e n c y o f L O H a t t h e CA T
l o c u s w a s 15% (6/ 4 0 ) T h i s w a s s im i l a r t o t h e 2 3% f o u n d b y W e s t o n e t a l . ( 19 89 )
H o w e v e r , i t w a s l o w e r t h a n t h e 7 2% f o u n d b y L u d w i g e t a l . ( 19 9 1) T h i s d i f f e r e n c e m a y
b e d u e t o a h i g h e r p e r c e n t a g e (66 % ) o f SC C s i n t h e l a t t e r s t u dy W i th r e s p e c t t o s u r v iv a l ,
s e c c a s e s w i t h L O H a t l l p l 3 h a d a s i g n i f i c a n t l y w o r s e p r o gn o s i s t h a n SC C s w i t h o u t
L O H a t t h i s l o c u s {p < 0 . 0 0 2 ) A d e n o c a r c i n o m a s (A C s), t h e o th e r m aj o r h i s t o l o g i c a l
s u b t y p e s t u d i e d , s h o w e d n o c o r r e l a t i o n b e t w e e n o v e r a l l o r r e g i o n a l L O H a t 1 I p w i t h
t u m o r s t a g e , n o d a l p r o g r e s s i o n , o r s u r v i v a l T h i s i n d i c a t e s t h a t L O H a t l i p d o e s n o t p l a y
a m a j o r r o l e i n d e t e r m i n i n g t u m o r p r o gr e s s i o n i n t h i s s u b t y p e
G u n e r e t a l ( 1 9 9 6 ) d e t e r m i n e d t h e C A T a c t i v i t i e s i n f i ft e e n l u n g c a r c i n o m a t i s s u e
s a m p l e s a n d c o r r e s p o n d i n g n o r m a l s a m p l e s f r o m t h e s a m e c a s e s T h e s e w o r k e r s f o u n d
3 3 5 3 ± 6 0 9 U / m g p r o t e i n (m e a n ± S . E M ) o f C A T in l u n g c a n c e r t i s s u e a n d 7 1 . 3 3 +
14 3 8 U / m g p r o t e i n i n n o r m a l l u n g t i s s u e T h i s d i f f e r e n c e w a s f o u n d t o b e s i g n i fi c a n t a t
t h e l e v e l o f / ? < 0 . 0 1 . J a r u g a e t a l . ( 19 9 4 ) a l s o d e t e r m i n e d t h e a c t i v i t y o f l u n g c a n c e r
t i s s u e s t o b e l o w e r t ha n t h e i r s u r r o u n d i n g c a n c e r - f r e e t i s s u e s ; h o w e v e r , t h e d i f f e r e n c e
b e t w e e n t he tw o w a s n o t a s g r e a t (F i g u r e 2 ) M e l l o n i e t a l . ( 1 9 9 6 ) f o u n d n o di f f e r e n c e i n
l u n g e p i t h e l i a l l i n i n g fl u i d C A T l e v e l s b e t w e e n l u n g c a n c e r p a t i e n t s a n d h e a l t hy n o n ¬
s m o k i n g c o n t r o l s u bj e c t s
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Q n s r m l
H c a n t a r o u a
F i gu r e 2 A c t i v i t y o f c a t a l a s e i n h u m a n c a n c e r o u s l u n g t i s s u e s a n d t h e i r s u r r o u n d i n g
c a n c e r - f r e e t i s s u e s V a l u e s = m e a n ± S D (n = 3 ) F r o m Ja r u g a e t a l , 19 9 4 .
D u e t o t h e r e l a t i v e n o n - i n v a s i v e n e s s o f b l o o d s a m p l i n g , b l o o d m a y b e a g o o d
b i o l o g i c a l fl u i d fo r t h e a p p l i c a t i o n o f o x i d a t i v e s t r e s s b i o m a r k e r s C a s a d o e t a l . ( 1 9 9 5 )
h a v e c o m p a r e d th e a c t i v i t y o f C A T i n b l o o d o b t a i n e d f r o m l u n g c a n c e r p a t i e n t s t o t h a t o f
h e a l t h y a g e - m a t c h e d c o n t r o l s W i t h o u t t a k i n g a ge i n t o a c c o u n t , t h e s e w o r k e r s f o u n d a
s i g n i fi c a n t d e c r e a s e ip < 0 0 5 ) i n CA T a c t i v i t y i n b l o o d f r o m t h e p a t i e n t s ( 18 6 ± 7 K / g o f
h e m o g l o b i n , H b ) c o m p a r e d t o t h a t o f t h e c o n t r o l s (2 14 ± 7 K l g o f H b ) H o w e v e r , w h e n
t h e g r o u p s w e r e s t r a t i f i e d a c c o r d i n g t o a g e , a s i gn i fi c a n t i n c r e a s e i n C A T a c t iv i t y w a s
s e e n i n t h e 2 8 - 3 7 y r a g e gr o u p c o m p a r i n g b l o o d f r o m p a t i e n t s (2 7 6 ± 2 1 A 7g o f H b ) t o
t h a t o f c o n t r o l s (2 3 4 + 9 K Ig o f H b ) C o n v e r s e l y , t h e p a t i e n t s i n t he 5 8 - 6 7 y r a g e g r o u p
e x h i b i t e d d e c r e a s e d C A T a c t i v i t y ( 1 87 + 9 K I g o f h e m o g l o b i n ) r e l a t i v e t o c o n t r o l s (2 4 3 ±
9 K I g o f h e m o g l o b i n ) . T h u s , a g e m u st b e c o n s i d e r e d a s a p o t e n t i a l c o n f o u n d i n g f a c t o r
w h e n i n v e s t i g a t i n g C A T a c t iv i t y i n b l o o d
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G l u t a t h i o n e p e r o x i da s e I (G P X ) i s a c y t o s o l i c s e l e n i u m - d e p e n d e n t e n z y m e t h a t
a c t s t o d e t o x i f y b o th o r ga n i c h y d r o p e r o x i d e s (R O O H ) a n d H 2O 2 t h r o u g h a r e a c t i o n
c o u p l e d t o t h e o x i d a t i o n o f r e d u c e d g l u t a t h i o n e (F l o h e e t a l . , 19 7 9 ) a s f o l l o w s :
R O O H + 2G SH - ^ R O H + H 2O + G S SG
T h i s r e a c t i o n r e s u l t s i n a r e d u c t i o n o f t h e h y d r o p e r o x i d e t o i t s c o r r e s p o n d i n g a l c o h o l a n d
o x i d a t i o n o f G SH t o G S SG
T h e G PX g e n e h a s b e e n m a p p e d t o c h r o m o s o m e 3 p 2 1 b y in s i t u h y b r i d i z a t i o n
a n a l y s i s o f l y m p h o c y t e m e t a p h a s e s p r e a d s (M o s c o w e t a l , 1 9 9 4 a ) K a r y o t y pe a n a l y s i s
a n d l o s s o f h e t e r o z y g o s i t y (L O H ) s t u d i e s h a v e s h o w n th a t t h i s r e g i o n o f c h r o m o s o m e 3 p
i s d e l e t e d i n a l m o s t 10 0 % o f s m a l l c e l l l u n g c a n c e r s (SC L C ) a n d 5 0% o f n o n - s m a l l c e l l
l u n g c a n c e r s (N SC L C ) (M o s c o w e t a l , 19 9 4 b ) . R e c e n t l y , t h e l e v e l o f 8- O H - d G i n l u n g
t u m o r s e x h i b i t i n g L O H o n c hr o m o s o m e 3p w a s f o u n d t o b e s i g n i fi c a n t l y h i g h e r {p
=
0 0 5 ) t h a n t h a t o f t u m o r s w i t h n o l o s s o n t h i s a rm (F i g u r e 3 a ) (H a r d i e e t a l . , 2 0 0 0 ) .
F u r t h e r
,
t h e a c t i v i t y o f G P X w a s l o w e r i n t u m o r s s h o w i n g L O H o n 3p , a l t h o u gh t h i s
r e s u l t w a s n o t s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t (F i g u r e 3 b ) (H a r d i e e t a l , 2 0 0 0 ) .
A M T ( " - " ) B !< '
(• - « )
3 p L O H i K > l o s s
3p L O H n o l o s s
F i g u r e 3 (A ) T h e a s s o c i a t i o n b e t w e e n 3 p c hr o m o s o m a l l o s s a n d 8 - O H - d G l e v e l s i n l u n g
t u m o r s D a t a pr e s e n t e d a r e m e a n 8- O H - d G v a l u e s / 10
^
d G b a s e s ± S E (B ) T h e e f f e c t o f
1 1
L O H o n c h r o m o s o m e 3p o n l u n g t u m o r g l u t a t h i o n e p e r o x i da s e a c t i v i t y D a t a p r e s e n t e d
a r e m e a n n m o l G SH o x i d i z e d/ m i n / m g c y t o s o l i c p r o t e i n ± S E . F i g u r e f r o m H a r d i e e t a h ,
2 0 0 0
G e n e t i c p o ly m o r p h i s m s i n d e t o x i fy i n g e n z y m e s s u c h a s G P X a r e t h o u gh t t o p l a y
a r o l e i n d e t e r m i n i n g t h e r i s k o f d e v e l o p i n g c a n c e r M o s c o w e t a l . ( 19 9 4 b ) h a v e r e p o r t e d
a n u c l e o t i d e s u b s t i t u t i o n a t c o do n 1 9 8 o f G F X ; t h i s s u b s t i t u t i o n r e s u lt s i n a c h a n g e f r o m
p r o l i n e t o l e u c i n e R e c e n t l y , a s i gn i f i c a n t a s s o c i a t i o n w a s f o u n d b e tw e e n t h i s g e n o t y p e
a n d l u n g c a n c e r r i s k (R a t n a s i n g h e e t a l , 2 0 0 0 ) . I n t h i s s t u d y , 3 1 5 c a s e s f r o m th e a -
T o c o p h e r o l , P- C a r o t e n e C a n c e r P r e v e n t i o n St u d y c o h o r t (T a y l o r e t a l , 19 9 0 ) w e r e
m a t c h e d t o c o n t r o l s o n a g e (± 5 y e a r s ) , i n t e r v e n t i o n g r o u p , a n d s t u d y c l i n i c O d d s r a t i o s
w e r e c a l c u l a t e d t o b e 1 8 (9 5% C I , 1 2 - 2 8) f o r h e t e r o z y go t e s a n d 2 3 (9 5% C I , 1 . 3 - 3 . 8)
f o r h o m o z y g o u s v a r i a n t s c o m p a r e d t o w i l d - t y p e i n d i v i d u a l s T h e p r e v a l e n c e o f t h e
p o l y m o r p h i s m w a s f o u n d t o b e s t a t i st i c a l l y d i f f e r e n t {p < 0 0 0 1 ) b e t w e e n c o n t r o l s ( 5 8% )
a n d c a s e s (7 0% )
A l th o u g h a n u m b e r o f s t u d i e s h a v e s h o w n h i gh l y v a r i a b l e a m o u n t s o f G PX
a c t i v i t y i n t u m o r t i s s u e s , J a r u ga e t a l ( 19 94 ) h a v e d e m o n s t r a t e d c o n s i s t e n t l y l o w e r l e v e l s
o f t h i s e n z y m e i n l u n g t u m o r t i s s u e s c o m p a r e d t o t ha t o f s u r r o u n d i n g c a n c e r - f r e e t i s s u e s
(F i g u r e 4 )
Q R o c a d
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F i g u r e 4 A c t i v i t y o f g l u t a t h i o n e p e r o x i d a s e i n h u m a n c a n c e r o u s l u n g t i s s u e s a n d t h e i r
s u r r o u n d i n g c a n c e r - f r e e t i s s u e s V a l u e s
= m e a n ± S D (n = 3) F r o m Ja r u ga e t a l , 19 9 4
L o w e r l e v e l s o f G P X h a v e a l s o b e e n de t e c t e d i n t h e l u n g e p i t h e l i a l l i n i n g f l u i d o b t a i n e d
f r o m l u n g c a n c e r pa t i e n t s a s c o m p a r e d t o h e a l t h y n o n - s m o k i n g c o n t r o l s u bj e c t s (F i g u r e





F i g u r e 5 G l u t a t h i o n e p e r o x i d a s e a c t iv i t y i n E L F fr o m n o n sm o k e r s a n d sm o k e r s
c o m p a r e d w i t h p a t i e n t s w i t h l u n g c a n c e r T h e G P X a c t i v i t y i s e x p r e s s e d a s U /m l o f E L F .
* P < 0 0 5 c o m p a r e d w i th n o n s m o k e r s ; t P < 0 . 0 5 c o m p a r e d w i th s m o k e r s . F r o m
M QWo n i e t a l
,
1 9 9 6
S c o t t e t a l . ( 19 9 6 ) e s t a b l i s h e d t h a t t h e r e i s a n a c u t e - p h a s e p r o t e i n r e s p o n s e
(i n c r e a s e d C - r e a c t i v e pr o t e i n c o n c e n t r a t i o n ) a t t h e t im e o f d i a g n o s i s i n p a t i e n t s w i t h
N SC L C T h e s e w o r k e r s (Sa t t a r e t a l , 19 9 7 ) th e n d i v i d e d N SC L C p a t i e n t s i n t o t w o
g r o u p s d e p e n d i n g o n w h e t h e r t h e y h a d a C - r e a c t i v e p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n < 3 5 m g / 1
(G r o u p 1) o r > 3 5 m g/ 1 (G r o u p 2 ) a n d m e a s u r e d G PX l e v e l s i n c o n t r o l s a n d p a t i e n t s
M e d i a n C - r e a c t i v e pr o t e i n l e v e l s (i n m g / 1) w e r e < 5 , 15 0 , a n d 14 4 . 0 f o r C o n t r o l s , G r o u p
1 a n d G r o u p 2 , r e s p e c t i v e l y P l a s m a m e d i a n G P X a c t i v i t i e s ( i n U / 1) w e r e 16 6 , 13 7 , a n d
1 1 1 f o r C o n t r o l s , G r o u p 1 a n d G r o u p 2 , r e s p e c t i v e l y T h e G P X a c t i v i t y w a s s i g n i f i c a n t l y
l o w e r i n G r o u p 2 t h a n i n t h e C o n t r o l G r o u p {P < 0 0 1 ) T h e s e r e s u lt s s u g g e s t t h a t G PX
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l e v e l s m a y b e a f f e c t e d b y a n a c u t e - p h a s e p r o t e i n r e s p o n s e . H o w e v e r , t h e a u t h o r s c a u t i o n
t h a t t h e c h a n g e s i n G P X m a y m e r e l y r e p r e s e n t n u t r i t i o n a l d e f i c i e n c i e s ( i e . , l o w e r e d
s e l e n i u m l e v e l s ) s i n c e t h e m a j o r i t y o f G r o u p 2 p a t i e n t s h a d l o s t w e i g h t
C r a w f o r d e t a l . (2 0 0 0 ) m e a s u r e d h G PX l m R N A l e v e l s i n p r im a r y n o rm a l h u m a n
b r o n c h i a l e p i t h e l i a l (N H B E ) c e l l s fr o m 2 3 n o n - l u n g c a n c e r p a t i e n t s a n d 1 1 l u n g c a n c e r
p a t i e n t s . h GP X l w a s e x p r e s s e d a t s i gn i fi c a n t ly l o w e r l e v e l s {P = 0 0 1 ) i n p r im a r y N H B E
c e l l s f r o m p a t i e n t s w i t h b r o n c h o g e n i c c a r c i n o m a c o m p a r e d t o N H B E c e l l s f r o m n o n - l u n g
c a n c e r p a t i e n t s (F i g u r e 6 ) .
I S H U
a » n » m s o ft l r « l
F i g u r e 6 . h G P X l e x p r e s s i o n f o r N H B E s a m p l e s f r o m s u bj e c t s w i t h c a n c e r v e r s u s n o n -
c a n c e r c o n t r o l s u bj e c t s I n d i v i d u a l N H B E s a m p l e s a r e p r e s e n t e d i n tw o c o l u m n s (c a n c e r
a n d c o n t r o l ) a l o n g t h e X - a x i s I n d i v i d u a l g e n e e x p r e s s i o n v a l u e s i n m o l e c u l e s / 10
"̂
p-
a c t i n m o l e c u l e s a r e p l o t t e d a l o n g t h e Y - a x i s T h e c u t o f f l i n e i s p o s i t i o n e d a t a g e n e
e x p r e s s i o n i n d e x v a l u e a s s o c i a t e d w i t h > 90% s e n s i t i v i t y F r o m C r a w f o r d e t a l . , 2 0 0 0
T h e m aj o r i t y o f s t u d i e s t o d a t e h a v e sh o w n a s i g n i fi c a n t i n c r e a s e i n G P X a c t i v i t y
i n t u m o r t i s s u e c o m p a r e d t o c o r r e sp o n d i n g a dj a c e n t n o r m a l t i s s u e F o r e x a m p l e , D i I l i o
e t a l . ( 19 8 7 ) e x a m i n e d p u lm o n a r y t u m o r s a n d n o r m a l a dj a c e n t t i s s u e s a n d f o u n d t h a t i n
19 c a s e s o u t o f 2 4
,
t h e G PX a c t i v i t y w a s h i g h e r i n t h e t u m o r t i s s u e . D e t e r m i n a t i o n s w e r e
p e r f o r m e d u s i n g b o th H 2 O 2 a s s u b s t r a t e (t o m e a s u r e s e l e n i u m - d e p e n d e n t GP X a c t i v i t y )
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a n d c u m e n e h y d r o p e r o x i d e (C H P ; t o m e a s u r e t o t a l p e r o x i d a s e a c t i v i t y ) T h e m e a n v a l u e
o f t o t a l p e r o x i d a s e a c t iv i t y w a s o n l y s l i gh t l y h i gh e r t h a n t h a t o f s e l e n i u m - d e p e n d e n t
p e r o x i d a s e a c t i v i t y (T a b l e 3 ) , i n d i c a t i n g th a t h u m a n l u n g c o n t a i n s v e r y l i t t l e , i f a n y ,
s e l e n i u m - i n d e p e n de n t p e r o x i d a s e a c t i v i t y
T a b l e 3 Se l e n i u m - a n d g l u t a t h i o n e - r e l a t e d e n z y m e a c t i v i t i e s i n h u m a n l u n g
Su b s t r a t e N o n - T u m o r
^
T u m o /
C u m e n e h yd r o p e r o x i d e 2 8 ± 15 4 2 ± 2 8
*
( 10 - 7 0 ) ( 12 - 104 )
H y d r o ge n p e r o x i d e 2 3 + 9 3 2 ± 2 0
* *
( 10 - 4 3 ) (9 - 9 3 )
T a b l e f r o m D i I l i o e t a / . , 19 8 7
^ = n a n o m o l e s o f N A D P H o x i d i z e d/ m i n / m g p r o t e i n
V a l u e s a r e m e a n s ± S D
V a l u e s i n p a r e n t h e s i s
=
r a n g e s
n = 2 5 f o r a l l s a m p l e s a n a l y z e d
* / * < 0 . 0 2 5 ;
* * / ' < 0 . 0 5
C a r m i c h a e l e t a l . ( 19 8 8) a l s o i n v e s t i ga t e d t h e d i f fe r e n c e i n G P X a c t i v i t y b e t w e e n
t u m o r s a n d n o rm a l t i s s u e t a k e n f r o m a s i t e d i s t a l t o t h e t u m o r I n t h i s s t u d y , e l e v a t e d
l e v e l s o f G P X a c t i v i t y w a s s e e n i n s i x o u t o f t e n t u m o r s a m p l e s u s i n g C H P a s a s u b s t r a t e
( F i g u r e 7 A ) a n d n i n e o u t o f t e n t u m o r s a m pl e s u s i n g H 2O 2 a s a s u b s t r a t e (F i g u r e 7 B ) .
Si n c e C H P m e a s u r e s t o t a l p e r o x i d a s e a c t i v i t y w h i l e H 2O 2 m e a s u r e s o n l y G PX a c t i v i t y , i t
i s s u r p r i s i n g t h a t t h e p e r o x i d a s e a c t i v i t y w a s t y p i c a l l y m u c h h i g he r w h e n H 2O 2 w a s u s e d
a s a s u b s t r a t e I n t h i s r e p o r t , t h e d a t a a r e s h o w n a s a f u n c t i o n o f p a t h o l o gy o f t h e t u m o r
s a m p l e s U s i n g H 2O 2 a s a s u b s t r a t e , t w o a de n o c a r c i n o m a s a m p l e s h a d 18 - t o 3 0 - f o l d
h i gh e r G P X a c t i v i t y t h a n i n n o r m a l t i s s u e (F i g u r e 7B ) A 3 - t o 6 - f o l d e l e v a t i o n w a s a l s o
s e e n i n 3 o f t h e s qu a m o u s c e l l c a r c i n o m a s (F i gu r e 7 B ) T h e s e d a t a i n d i c a t e t h a t
e x t r e m e l y e l e v a t e d l e v e l s o f G P X a c t i v i t y c a n b e d e t e c t e d i n c e r t a i n t i m i o r s a m p l e s
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S A M P L E N O
F i g u r e 7 G l u t a t h i o n e p e r o x i d a s e a c t i v i t y i
n h u m a n l u n g t u m o r s V a l u e s a r e e x p r e s s e d a s
f o l d c h a n g e s i n t h e a c t i v i t y r e l a t i v e t o n o r m a l t i s s u e f r o
m th e s a m e p a t i e n t . T h e
s u b s t r a t e s u s e d w e r e : C H P (A ) a n d H 2O 2 (B ) . T h e s a m p l e s a r e o r d e r e d a c c o r d i n g t o
t u m o r t y p e 1, 5 , 6 , a n d 8 , p o o r l y d i f f e r e n t i a t e
d s q u a m o u s c a r c i n o m a ; 2 a n d 7 , p o o r l y
d i f f e r e n t i at e d a de n o c a r c i n o m a a n d a d e n o s q u a m o u s c a r c i n o m a r e sp e c t i v e
l y ; 3 a n d 1 0 ,
l a r g e c e l l c a r c i n o m a s ; 4 , s m a l l c e l l c a r c i n o m a F r o m C a
r m i c h a e l e t a l
,
19 9 8
H o w i e e t a l ( 19 9 0 ) i n v e s t i g a t e d G PX a c t i v i t y i n 19 l u n g t u m o r s a m p l e s T h e s
e
s a m p l e s w e r e m a t c h e d t o n o rm a l t i s s u e f r o m t h e s a m e p a
t i e n t s S e l e n i u m - d e p e n d e n t
p e r o x i d a s e a c t i v i t y , m e a s u r e d u s i n g H 2O 2 a s a s u b s t r a t e ,
w a s s im i l a r i n a l l n o r m a l
s a m p l e s T h i s a c t i v i t y w a s s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d (2
- t o 3 - f o l d ) o v e r n o r m a l t i s s u e l e v e l s
i n a l m o s t a l l o f t h e t u m o r s a n a l y z e d T o t a l p e r o x i d a s e a c t i v i t y w a s a l s o m e a s u r e d u s
i n g
CH P a s a s u b s t r a t e . T u m o r s e l e n i u m - d e p e n d e n t p e r o x i d a s e a c t i v i t y w a s h i gh l y c o r r e l a t e d
w i t h t o t a l p e r o x i d a s e a c t i v i t y (r
= 0 . 9 6
,
P < 0 0 1 ) T h e s e d a t a i n d i c a t e t h a t i n t h e s e
t i s s u e s , p e r o x i d a s e a c t i v i t i e s a r e a lm o s t e n t i r e l y m e d
i a t e d b y th e s e l e n i u m - d e p e n d e n t
G P X
Z a c h a r a e t a l . ( 19 9 7 ) a n a ly z e d 57 l u n g t u m o r s a m p l e s a n d t h e i r c o r r e s p o n d i n g
a dj a c e n t n o r m a l t i s s u e s f o r G PX a c t i v i t y T h e s e w o r k e r s f o u n d t h e m e a
n G PX a c t i v i t y o f
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t h e t u m o r s a m p l e s (9 1 8 ± 4 4 2 u n i t s / g p r o t e i n ) t o b e s i g n i fi c a n t ly h i g h e r {p < 0 0 0 0 1 )
th a n t h a t o f t h e a d ja c e n t n o r m a l t i s s u e (6 1 4 ± 2 3 1 u n i t s / g p r o t e i n ) N o d i f fe r e n c e s i n
G PX a c t i v i t i e s w e r e f o u n d b e t w e e n t h e t u m o r t y p e s e x a m i n e d {i . e . , s q u a m o u s c e l l
c a r c i n o m a , a d e n o c a r c i n o m a , l a r g e c e l l c a r c i n o m a a n d sm a l l c e l l c a r c i n o m a ) . A l t h o u g h
n o s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s w e r e f o u n d f o r G PX a c t i v i t y w i t h r e s p e c t t o t h e
s t a ge o f d i s e a s e . St a g e I I I t u m o r s d i d h a v e a l o w e r m e a n G P X a c t i v i t y ( 7 9 . 4 ± 3 5 1
u n i t s / g p r o t e i n ) t h a n St a g e I t u m o r s ( 10 1. 3 + 4 8 6 u n i t s / g p r o t e i n ) . A l t h o u gh o n l y o n e
St a g e I V t u m o r w a s e x a m i n e d , t h i s h a d a n e x t r e m e l y l o w G P X a c t i v i t y (2 0 13 u n i t s / g
p r o t e i n ) T h e s e r e s u lt s i n d i c a t e t h a t G PX a c t i v i t y i s i n c r e a s e d i n l u n g t u m o r s c o m p a r e d
t o a dj a c e n t n o r m a l t i s s u e . H o w e v e r , t h e y a l s o s u g g e s t t h a t G P X a c t i v i t y m a y d e c r e a s e
w i t h s t a g e o f t h e d i s e a s e T h e s e w o r k e r s a l s o c o m p a r e d r e d c e l l a n d p l a s m a G P X
a c t i v i t i e s o f l u n g c a n c e r p a t i e n t s t o t h a t o f h e a l t h y c o n t r o l s u bj e c t s R e d c e l l G P X
a c t i v i t y w a s s i gn i fi c a n t l y {p < 0 0 0 4 ) d e c r e a s e d i n c a s e s ( 13 4 + 3 3 u n i t s /g H b ) c o m p a r e d
t o c o n t r o l s ( 16 8 ± 6 . 3 u n i t s /g H b ) L i k e w i s e , p l a s m a G P X a c t i v i t y w a s s i g n i fi c a n t l y {p
< 0 . 0 5 ) d e c r e a s e d i n c a s e s ( 19 6 ± 7 1 u n i t s / l i t e r ) c o m p a r e d t o c o n t r o l s (2 2 2 ± 6 1
u n i t s / l i t e r )
I w a sa k i e t a l . ( 19 9 8) e x am i n e d im m u n o hi s t o c h e m i c a l s t a i n i n g f o r G P X i n b o th
St a g e I a n d St a g e I I I l u n g a d e n o c a r c i n o m a s t o d e t e r m i n e i f t h e r e w a s a d i f f e r e n c e i n
e n z y m e e x p r e s s i o n b e tw e e n p a t i e n t s w h o s u f f e r e d n o r e l a p s e w i t h i n a f o u r y e a r p e r i o d
a ft e r s u r g e r y a n d th o s e w h o r e l a p s e d St a i n i n g w a s g r a d e d a s f o l l o w s : G r a d e 1 , d i f fu s e ,
s t r o n g s t a i n i n g i n < 2 0% o f t h e c e l l s ; G r a d e 2 , b e t w e e n 2 0% a n d 8 0% o f t h e c e l l s e x h i b i t
s t r o n g s t a i n i n g ; a n d G r a d e 3 , m o r e t h a n 80% o f th e c e l l s e x h i b i t s t r o n g s t a i n i n g T h e
r e s u l t s o f t h i s s t u d y a r e s h o w n i n T a b l e s 4 a n d 5 b e l o w .
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T a b l e 4 St a i n i n g i n t e n s i t y o f St a g e I l u n g a d e n o c a r c i n o m a w i t h g l u t a t h i o n e p e r o x i d a s e
a n t i b o dy
G r a d e 1 2 3
"
R e l a p s e (n = 8 ) 0
* 3 (3 8% ) 5 (6 2% )
N o r e l a p s e (n - 2 2 ) 14 (6 4% )* 8 (3 6% ) 0
T a b l e a d a pt e d f r o m Iw a s a k i e t a ! . , 19 9 8
*
p < 0 0 1
T a b l e 5 St a i n i n g i n t e n s i t y o f St a g e I I I l u n g a d e n o c a r c i n o m a w i th g l u t a t h i o n e p e r o x i d a s e
a n t i b o d y .
G r a d e 1 2 3
R e l a p s e (n = 2 2 ) 0 * 16 (7 3% ) 6 (2 7 % )
N o r e l a p s e ( n = 9 ) 3 (3 3% ) * 6 (6 7 % ) 0
T a b l e a d a p t e d f r o m Iw a s a k i e t a l . , 19 9 8
*
; 7 < 0 0 1
T h e s e d a t a i n d i c a t e t h a t G P X o v e r e x p r e s s i o n o c c u r s i n a h i g h e r fr e q u e n c y o f c e l l s i n l u n g
a d e n o c a r c i n o m a s f r o m p a t i e n t s w h o r e l a p s e d c o m p a r e d t o t h o s e p a t i e n t s w h o d i d n
'
t
r e l a p s e .
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C H A P T E R I V . S U P E R O X TO E D I SM U T A S E
Su p e r o x i d e d i s m u t a s e (SO D ) i s a n e n z y m e t h a t c a t a l y z e s t h e d i s m u t a t i o n o f
s u p e r o x i d e a n i o n r a d i c a l s t o h y dr o g e n p e r o x i d e a c c o r d i n g t o t h e f o l l o w i n g r e a c t i o n :
T w o f o r m s o f S O D e x i s t . SO D l i s t h e c y t o p l a s m i c f o r m th a t c o n t a i n s c o p p e r a n d z i n c a t
i t s a c t i v e s it e w h i l e S0 D 2 i s t h e m i t o c h o n dr i a l f o r m t h a t c o n t a i n s m a n ga n e s e a t i t s a c t i v e
s i t e (F r i d o v i c h , 1 9 8 9 ) . U n d e r n o r m a l c o n d i t i o n s , t h e s e e n z y m e s a c t t o k e e p s u p e r o x i d e
c o n c e n t r a t i o n s b e l o w 10
" " M
SO D l h a s b e e n m a p p e d t o c hr o m o s o m e 2 1 q2 2 1 (W u l f s b e r g e t a / . , 1 9 83 ) w h i l e
S0 D 2 h a s b e e n m a p p e d t o c hr o m o so m e 6 q 2 5 . 3 (C h i u
-
c h e t a i
,
1 9 9 2 ) T o d a t e , t h e r e a r e
n o r e p o r t s o n L O H a t c h r o m o s o m e 2 1q 2 2 i n l u n g c a n c e r H o w e v e r , a s t u d y b y V i r m a n i
e t a l . ( 19 9 8 ) h a s d e m o n s t r a t e d L O H a t c hr o m o s o m e 6 q 2 5 3 i n 2 2% (2 / 9 ) o f SC L C c e l l
l i n e s a n d 7 3% (8 / 1 1 ) o f N SC L C c e l l l i n e s R e c e n t ly , Sa n c h e z - C e s p e d e s e t a l . (2 0 0 1 )
r e p o r t e d c h r o m o s o m a l a lt e r a t i o n s {i . e . , e i t h e r a l l e l i c l o s s e s o r g a i n s ) i n 5 0% (9/ 18 ) o f
p r im a r y a d e n o c a r c i n o m a s o f t h e l u n g u s i n g a m a r k e r f o r c hr o m o s o m e 6 q 2 5 - 2 7 T h e f a c t
t h a t t h e c hr o m o s o m a l r e g i o n h a r b o r i n g t h e S0 D 2 ge n e i s a p p a r e n t l y d e l e t e d i n a
s i g n i fi c a n t f r a c t i o n o f N SC L C c a s e s p r o v i d e s s u p p o r t f o r t h e n o t i o n t h a t S0 D 2 m a y b e a
t i m i o r s u p p r e s s o r g e n e T h i s i d e a i s s u p p o r t e d b y i n v i t r o s t u d i e s t h a t h a v e s h o w n t h a t
o v e r e x p r e s s i o n o f S0 D 2 r e s u l t s i n a r e v e r s i o n i n p h e n o t y p e C h u r c h e t a l . ( 19 9 3 )
s h o w e d th a t i n c r e a s e d e x p r e s s i o n o f S0 D 2 c a u s e d a s u p p r e s s i o n o f t h e m a l i gn a n t
p h e n o t yp e o f h u m a n m e l a n o m a c e l l s Y a n e t a l . ( 19 9 6 ) f o u n d t ha t S0 D 2 o v e r e x p r e s s i o n
c a u s e d p h e n o t y p i c r e v e r s i o n i n S V 4 0 - t r a n s f o r m e d h u m a n l u n g fi b r o b l a s t s T h e s e r e s u l t s
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s u g g e s t t h a t d e c r e a s e d e x p r e s s i o n o f S0 D 2 m a y b e i n v o l v e d i n t h e d e v e l o p m e n t o f t he
m a l i g n a n t p h e n o t y p e d u r i n g c a r c i n o g e n e s i s .
T h e S O D a c t i v i t i e s o f f i ft e e n l u n g c a r c i n o m a t i s s u e s a m p l e s a n d c o r r e s p o n d i n g
n o r m a l s a m p l e s f r o m t h e s a m e c a s e s h a v e b e e n de t e r m i n e d b y G u n e r e t a l . ( 19 9 6 ) T h e s e
w o r k e r s f o u n d 3 13 ± 0 . 5 1 U /m g p r o t e i n i n n o r m a l l u n g t i s s u e a n d 1 4 2 ± 0 . 2 4 U / m g
pr o t e i n (m e a n + SE M ) o f SO D i n l u n g c a n c e r t i s s u e . T h i s d i f f e r e n c e w a s f o u n d t o b e
s i g n i fi c a n t a t t h e l e v e l o f / ? < 0 0 1 . J a r u g a e t a l . ( 19 9 4 ) a l s o d e t e c t e d a d e c r e a s e i n SO D
a c t i v i t y i n l u n g t u m o r s c o m p a r e d t o t h e i r s u r r o u n d i n g c a n c e r - f r e e t i s s u e s (F i g u r e 8 ) T h i s
t y p e o f d e p r e s s i o n i n a c t iv i t y h a s a l s o b e e n s e e n i n l u n g e p i t h e l i a l l i n i n g f l u i d (E L F )
w h e n c a n c e r p a t i e n t s w e r e c o m p a r e d w i t h h e a l t h y n o n - s m o k i n g c o n t r o l s (F i g u r e 9 )




19 9 6 )
F i g u r e 8 A c t i v i t y o f s u p e r o x i d e d i s m u t a s e i n h u m a n c a n c e r o u s l u n g t i s s u e s a n d t h e i r
s u r r o u n d i n g c a n c e r - f r e e t i s s u e s H a t c h e d b a r s
= n o r m a l t i s s u e . So l i d b a r s = c a n c e r o u s
t i s s u e V a l u e s = m e a n ± S . D (n = 3) . F r o m Ja r u ga e t a l , 19 9 4 .
2 0
N a n u M M r S lM M r U a i g e a M W
F i gu r e 9 Su p e r o x i d e d i s m u t a s e a c t i v i t y i n E L F f r o m n o n s m o k e r s a n d s m o k e r s a s
c o m p a r e d w i t h p a t i e n t s w i t h l u n g c a n c e r T h e C u - Z n S O D a c t i v it y i s e x p r e s s e d a s U /m l
o f E L F * P < 0 0 5 c o m p a r e d w it h n o n s m o k e r s ; i P < 0 0 5 c o m p a r e d w i t h s m o k e r s
F r o m M e l l o n i e t a l .
,
19 9 6
I w a sa k i e t a l . ( 19 9 8) e x a m i n e d im m u n o h i s t o c h e m i c a l s t a i n i n g f o r SO D i n b o th
St a g e I a n d St a g e I I I l u n g a d e n o c a r c i n o m a s t o d e t e r m i n e i f t h e r e w a s a d i f f e r e n c e i n
e n z y m e e x p r e s s i o n b e t w e e n p a t i e n t s w h o s u f f e r e d n o r e l a p s e w it h i n a f o u r y e a r p e r i o d
a ft e r s u r ge r y a n d th o s e w h o r e l a p s e d St a i n i n g w a s g r a d e d a s f o l l o w s : G r a d e 1, d i f f u s e ,
s t r o n g s t a i n i n g i n < 2 0% o f t h e c e l l s ; G r a d e 2 , b e t w e e n 2 0% a n d 8 0% o f t h e c e l l s e x h i b i t
s t r o n g s t a i n i n g ; a n d G r a d e 3 , m o r e t h a n 8 0 % o f th e c e l l s e x h i b i t s t r o n g s t a i n i n g . T h e
r e s u l t s o f t h i s s t u d y a r e sh o w n i n T a b l e s 6 a n d 7 b e l o w .
T a b l e 6 St a i n i n g i n t e n s i t y o f St a ge I l u n g a d e n o c a r c i n o m a w i th s u p e r o x i d e d i s m u t a s e
a n t i b o d y
G r a d e 1
R e l a p s e (n = 8 )
N o r e l a p s e (n = = 2 2 )
% ) *
18 (8 2% )"
4 ( 50% )
4 ( 18% )
1 ( 12% )
0
T a b l e a d a pt e d f r o m Iw a s a k i e t a l , 19 9 8
*
p < 0 . 0 5
T a b l e 7 St a i n i n g i n t e n s i t y o f St a ge 111 l u n g a d e n o c a r c i n o m a w i th s u p e r o x i d e d i sm u t a s e
a n t i b o d y
G r a d e 1
R e l a p s e (n = 2 2 )
N o r e l a p s e (n = 9 )
10 (4 5 )
*
8 (8 9% )*
12 ( 5 5% )




T a b l e a d a p t e d fr o m I w a s a k i e t a i , 1 9 9 8
*
p < 0 . 0 5
T h e s e d a t a i n d i c a t e t h a t S O D o v e r e x p r e s s i o n o c c u r s i n a h i g h e r fr e q u e n c y o f c e l l s i n
a d e n o c a r c i n o m a s fr o m p a t i e n t s w h o r e l a p s e d c o m p a r e d t o t h o s e p a t i e n t s w h o d i d n
'
t
r e l a p s e Sim i l a r r e s u l t s w e r e o b t a i n e d w i t h b o th St a ge I a n d St a ge I I I a d e n o c a r c i n o m a s .
A s m e n t i o n e d p r e v i o u s l y , b l o o d m a y b e a n i m p o r t a n t f l u i d w i t h r e s p e c t t o t h e
d e v e l o pm e n t o f b i o m a r k e r s f o r p e r s i s t e n t o x i d a t i v e s t r e s s C a s a d o e t a l . ( 19 9 5 ) h a v e
c o m p a r e d t h e a c t i v i t y o f SO D i n b l o o d o b t a i n e d f r o m h e a l t h y c o n t r o l s t o t h a t o f l u n g
c a n c e r pa t i e n t s W h e n t h e d a t a w e r e s t r a t i fi e d a c c o r d i n g t o s e x , t h e s e w o r k e r s f o u n d a
s i g n i fi c a n t d e c r e a s e (p < 0 0 5 ) i n SO D a c t i v i t y i n b l o o d f r o m t h e m a l e p a t i e n t s (2 9 ± 0 3
U / m l o f b l o o d ) c o m p a r e d t o t h a t o f t h e c o n t r o l s (4 . 1 ± 0 . 1 U / m l o f b l o o d ) . N o s i g n i fi c a n t
d i f f e r e n c e w a s s e e n b et w e e n f e m a l e p a t i e n t s a n d c o n t r o l s
C i g a r e t t e sm o k e i s k n o w n t o c o n t a i n o x i d a n t s c a p a b l e o f i n d u c i n g c e l l u l a r
o x i d a t i v e s t r e s s (P r y o r , 19 9 7 ) H u l e a e t a l . ( 19 9 5 ) e x a m i n e d t h e a c t i v i t y o f SO D i n r e d
b l o o d c e l l s f r o m n o n - s m o k e r s a n d sm o k e r s i n d i f f e r e n t a g e g r o u p s T h e i r d a t a a r e
s u m m a r i z e d i n T a b l e 8 .
T a b l e 8 . R e d b l o o d c e l l s u p e r o x i d e d i sm u t a s e a c t i v i t y (l U /L )
A g e G r o u p N o n - s m o k e r s Sm o k e r s p V a l u e
18 - 2 5 y r s 9 0 8 + 14 . 5 120 5 + 14 0 0 0 0 0 5
2 6 - 4 5 y r s 9 5 1 ± 16 2 14 18 ± 15 6 0 0 0 0 5
4 6 - 6 5 y r s 10 8 5 ± 7 1 4 84 0 ± 4 0 . 4 0 0 0 0 5
6 6 - 8 0 y r s 7 2 4 ± 5 0 8 6 12 ± 2 8 5 0 0 0 0 5
T a b l e a d a pt e d f r o m H u l e a e t a l . , 19 9 5
V a l u e s s h o w n a r e m e a n s ± S E M .
2 2
T h e s e d a t a i n d i c a t e t h a t t h e r e s p o n s e o f r e d b l o o d c e l l s t o c i g a r e t t e s m o k e i s d e p e n d e n t
o n a ge I n s m o k e r s u p t o 4 5 y r s o f a g e , SO D a c t i v i t y i s e l e v a t e d , i n d i c a t i v e o f a n
a d a p t iv e r e s p o n s e t o p e r s i s t e n t o x i d a t i v e s t r e s s I n o l d e r p e o p l e , t h i s a d a p t i v e r e sp o n s e
n o l o n g e r o c c u r s , r e s u l t i n g i n i n c r e a s e d o x i d a t i v e s t r e s s i n t h e r e d c e l l s T h i s fi n d i n g i s
im p o r t a n t b e c a u s e i t s u g g e s t s t h a t c e l l u l a r o v e r e x p r e s s i o n o f a n t i o x i d a n t e n z y m e s v a r i e s
w it h a g e . T h e r e f o r e , a g e m u s t b e t a k e n i n t o c o n s i d e r a t i o n w h e n a t t e m p t i n g t o u s e t h e s e
e n z y m e s a s b i o m a r k e r s o f o x i d a t i v e s t r e s s i n c a r c i n o ge n e s i s .
2 3
C H A P T E R V . F O R MA T I O N A N D R E P A I R O F 8- O H - d G
8 - H y d r o x y - 2
'
- d e o x y gu a n o s i n e ( 8- O H - d G ) i s a n o x i d a t i v e l y m o d i f i e d b a s e i n
D N A t h a t r e s u l t s fr o m t h e a t t a c k o f e i t h e r a hy d r o x y l r a d i c a l o r s i n g l e t o x y g e n o n
d e o x y g u a n o s i n e (C a d e t e t a l , 1 9 9 7 ) 8 - O H - d G i s m u t a t i o n p r o n e a n d r e s u l t s i n a G :C - >
T :A t r a n s v e r s i o n f o l l o w i n g D N A r e p l i c a t i o n (K u c h i n o e t a l , 19 87 ; Sh i b u t a n i e t a l ,
19 9 1 ) T h e r e p a i r o f 8 - O H - d G w a s fi r s t e l u c i d a t e d i n E . c o l i c e l l s (F i g u r e l O) 8 - O H - d G
i s r e c o gn i z e d b y t h e M u t M p r o t e i n a n d e x c i s e d . I f D N A r e p l i c a t i o n o c c u r s b e f o r e M u t M
r e p a i r , t h e n d A T P i s i n s e r t e d o p p o s i t e t h e m u t a g e n i c l e s i o n . M u t Y r e p r e s e n t s a s e c o n d
l i n e o f d e fe n s e T h i s e n z y m e a c t s t o r e m o v e t h e a d e n i n e b a s e f r o m t h e 8 - O H
- d G : A
m i sp a i r , w h i c h r e v e r s e s t h i s m i sp a i r b a c k t o a 8 - O H - d G : C p a i r i n g I f b o t h o f t h e s e
d e f e n s e s f a i l , a s i n c e l l s d e f e c t i v e i n m u tM a n d m u t Y, t h e n t h e r e s u l t i s a G :C - > T : A
t r a n s v e r s i o n T h i s d u a l d e fe n s e m e c h a n i sm i n v o l v i n g M u tM a n d M u tY w a s fi r s t
p r o p o s e d b y M i c h a e l s e t a l . ( 19 92 )
8 - O H - d G c a n a l s o b e p r o d u c e d v i a o x i d a t i o n o f d G T P t o f o r m 8 - o x o - d G T P
f o l l o w e d b y i n c o r p o r a t i o n o f t h e o x i d i z e d n u c l e o t i d e i n t o D N A (M a k i a n d Se k i g u c h i ,
19 9 2 ; G r o Um a n a n d M o r i y a , 1 9 9 3 ; P a v l o v e t a l , 19 9 4 ; K a m a th - L o e b e t a l , 19 9 7 ) .
M i s i n c o r p o r a t i o n o f 8 - o x o - d G T P i n t o D N A i s p r e v e n t e d b y t h e r e p a i r e n z y m e M u tT
w h i c h d e p h o s p h o r y l a t e s t h i s n u c l e o t i de t o y i e l d 8 - o x o - d GMP (M a k i a n d Se k i g u c h i ,
1 9 9 2 ) I n c e l l s d e fi c i e n t i n m u t T , 8 - o x o - dG T P i s i n c o r p o r a t e d i n t o D N A t o y i e l d 8 - O H -
d G l e s i o n s o pp o s i t e e i t h e r c y t o s i n e o r a d e n i n e b a s e s (F i g u r e 10 ) I n t h e c a s e o f t h e A :8 -
o x o - d G m i sp a i r i n g , t h e a c t i o n s o f M u t Y a n d M u tM a c t u a l l y h e l p fi x t h e m u t at i o n i n s t e a d
o f r e p a i r i n g i t . T h u s , i n c o r p o r a t i o n o f 8- o x o - d G T P o p p o s i t e a d e n i n e w i l l a l w a y s l e a d t o
24
a n A ;T - > C : G t r a n s v e r s i o n . T h e r e f o r e , M u t T i s t h e o n l y l i n e o f d e f e n s e a g a i n s t t h i s
p a r t i c u l a r m u t a t i o n .
N u c l e o t i d e p o o l
d G T P
O K y g e n
i f r a d i c a l s
r e p l i c a t i o n
A
M u t Y
r e p l i c a t i o n
M u t T
r e p l i c a t i o n \
(- M u t M )
r e p l i c a t io n
r e p l i c a t i o n
( - M u t Y )
r e p l i c a t i o n
(G C —> - T A t r a n s v e r s i o n ) ( a t — » - C G t r a n s v e r s io n J
F i g u r e 10 8 - O x o g u a n i n e - r e l a t e d m u t a ge n e s i s a n d i t s a v o i d a n c e m e c h a n i s m
H
r e p r e s e n t s 8 - o x o - g u a n i n e . F r o m S e k i g u c h i , 1 9 9 6 .
M u tT e x h i b it s 8 - o x o - d G T P a s e a c t i v i t y a n d t h e r e b y a c t s t o c o n v e r t 8- o x o - d G T P t o
8 - o x o - d GM P (F i g u r e 1 1) , w h i c h c a n n o t b e i n c o r p o r a t e d i n t o D N A (M a k i a n d Se k i g u c h i ,
1 9 9 2 ) P h o s p h o r y l a t i o n o f b o t h G M P a n d dGM P t o th e i r c o r r e s p o n d i n g n u c l e o s i d e
d i p h o s p h a t e s i s c a t a ly z e d b y h u m a n g u a n y l a t e k i n a s e H o w e v e r , t h i s e n z y m e i s i n a c t i v e
f o r 8 - o x o - d GM P (H a y a k a w a e t a i , 19 9 5 ) O n c e f o r m e d , 8 - o x o - d GM P i s
d e p h o s p h o r y l a t e d b y th e a c t i o n o f 8- o x o - d GMP a s e t o y i e l d th e c o r r e s p o n d i n g n u c l e o s i d e ,
8 - o x o - d e o x y g u a n o s i n e (H a y a k a w a e t a l , 1 9 9 5 ) T h i s n u c l e o s i d e c a n t h e n b e t r a n s p o r t e d






d G M P ^ ► d G O P ■< d G T P
o x id a t io n
8 - o x o - d G ^ 8 - o x o - d G M P 8 - o x O - d G O P ^ -
■ •
- 8 - o x o - d G T P
8 - o x o - d G M P a s e
^ ^ * -
,
8 - o x o - d G T P a s e
l m u t T / M TH 1 \
D N A
F i g u r e 1 1 M e t a b o l i c p a th w a y s f o r n o r m a l a n d o x i d i z e d g u a n i n e n u c l e o t i d e s ( 1)
n u c l e o t i de d i p h o s p h a t e r e d u c t a s e (2 ) n u c l e o s i d e d i p h o s p h a t e k i n a s e ( 3 ) D N A
p o l ym e r a s e . (4 ) g u a n y l a t e k i n a s e F r o m Se k i gu c h i , 19 9 6
2 6
C H A P T E R V I . H U M A N M u t T H O M O L O G U E (h M T H l )
L i k e E . C o l i , h u m a n s a l s o u t i l i z e a n u m b e r o f r e p a i r e n z y m e s t o d e a l w it h
o x i d a t i v e D N A d a m a g e H u m a n M u t T h o m o l o g u e (hM T H l ) i s t h e h u m a n e q u i v a l e n t o f
t h e E . C o l i M u t T e n z ym e d e s c r i b e d i n c ha pt e r 4 hM T H l w a s f i r s t i d e n t i fi e d b y M o e t
a l . ( 19 9 2 ) w h o s h o w e d th a t i t i s a n 1 8- k D p r o t e i n w h i c h a c t s t o h y d r o l y z e 8 - o x o - d G T P t o
8- o x o - d GM P T h e hMT H l g e n e h a s b e e n m a p p e d t o c hr o m o s o m e 7p 2 2 (F u r u i c h i e t a l ,
19 9 4 ) V e r y f e w s t u d i e s h a v e e x a m i n e d L O H a t 7 p 2 2 i n l u n g t u m o r s B e n a c h e n h o u e t
a l . ( 19 9 8 ) f o u n d th a t t h i s r e g i o n w a s d e l e t e d i n o n l y 10 7% (3/ 2 8 ) o f t h e N SC L C c a s e s
e x a m i n e d .
T h e fi r s t s t u d y e x a m i n i n g e x p r e s s i o n l e v e l s o i hM TH l i n c a n c e r w a s p e r f o r m e d
b y O k a m o t o e t a l . ( 19 9 6 ) . T h e s e w o r k e r s m e a s u r e d hMT H l m R N A l e v e l s i n f o r t y
p r i m a r y r e n a l - c e l l c a r c i n o m a s a m p l e s a n d th e i r c o r r e s p o n d i n g a dj a c e n t n o r m a l t i s s u e s .
F i g u r e 12 s h o w s th e r e s u l t s o f q u a n t i t a t i v e r e v e r s e t r a n s c r i p t a s e p o l y m e r a s e c h a i n
r e a c t i o n (R T - P C R ) a n a l y s i s o f r e p r e s e n t a t i v e s a m p l e s f r o m t hi s c o h o r t . T h e y f o u n d t h a t
l e v e l s o i hMT H l w e r e s i g n i fi c a n t l y h i g h e r i n r e n a l - c e l l c a r c i n o m a s t h a n t h o s e i n a dj a c e n t
n o r m a l t i s s u e ip < 0 0 0 0 1) T h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n hMT H l mR N A l e v e l s a n d c l i n i c a l
s t a g e o f t h e d i s e a s e w a s a l s o e x a m i n e d C a se s w e r e d i v i d e d i n t o tw o g r o u p s a c c o r d i n g t o
t h e c l i n i c a l s t a ge (T a b l e 9 ) Si g n i fi c a n t l y h i g h e r hM TH l m R N A e x p r e s s i o n w a s d e t e c t e d
i n t h e a dv a n c e d - s t a ge g r o u p c o m p a r e d t o t h e e a r l y - s t a g e gr o u p (p = 0 . 0 3 9 ) T h e s e r e s u l t s
i n d i c a t e t h a t p e r s i s t e n t o x i d a t i v e s t r e s s o c c u r s i n r e n a l - c e l l c a r c i n o m a . F u r t h e r , t h e s e
r e s u l t s s u g g e s t t h a t t h e l e v e l o f o x i d a t i v e s t r e s s i n c r e a s e s w i t h th e c l i n i c a l s t a g e o f t h e
d i s e a s e
2 7
^ ^ < ^ ^^ A^
^
^^
39 9 4 7 4 5 2 7
N T N T N T N T N T
■ «
6 ^ ^ ^ ^
8 14 19 4 4
N T N T N T N T
—hMT H l
- fi 2m
F i g u r e 12 R e p r e s e n t a t i v e q u a n t i t a t i v e R T - P CR o f / jM Ti / y . R e n a l - c e l l c a r c i n o m a a n d
a dj a c e n t n o n - t u m o r o u s t i s s u e o f 9 p a i r e d c a s e s hM TH I m R N A e x p r e s s i o n (t o p , 2 5 5 b p )
i s s h o w n w i t h Pi - m i c r o g l o b u l i n (Pi m ) m R N A e x p r e s s i o n a s a c o n t r o l (b o t t o m , 120 b p ) .
N
,
n o n - t u m o r ; T , T u m o r C l i n i c o p a t h o l o g i c a l f e a t u r e s a r e i n d i c a t e d o n t h e t o p o f e a c h
c a s e n u m b e r T h e u p p e r p a n e l c o n s i s t s o f e a r l y s t a g e t u m o r s w h i l e t h e l o w e r p a n e l s ho w s
a d v a n c e d s t a g e t u m o r s F r o m O k a m o t o e t a l . , 1 9 9 6 .
2 8
T a b l e 9 m R N A e x p r e s s i o n o f t h e hMT H l g e n e i n e a c h c h n i c a l s t a g e o f r e n a l - c e l l
c a r c i n o m a
C l i n i c a l St a ge N ^ M e a n s ± SE M
N o r m a l K i d n e y - 4 0 0 14 1 0 . 0 8
' '
R e n a l - c e l l c a r c i n o m a
T o t a l 4 0 0
. 3 4 ± 0 0 4
T I N OM O E S 4 0 15 ± 0 0 6
T 2 N 0 M 0 E S 2 5 0 3 1 ± 0 . 0 4
T 3 a N 0 M 0 A S 1 0 5 3
T 3b N 0 M 0 A S 3 0 3 7 ± 0 . 0 8
T 2 N 0 M 1 A S 3 0 3 9 ± 0 2 2
T 3 a N 0 M l A S 2 0 5 3 ± 0 . 19
T 3 b N 0M l A S 1 0 5 8
T 4 N 0M 1 A S 1
^
0 9 0
" N u m b e r o f c a s e s i n w h i c h g e n e e x p r e s s i o n w a s d e t e r m i n e d . T h e v a l u e s o f hMTH l
m R N A e x p r e s s i o n r e p r e s e n t r e l a t i v e e x p r e s s i o n o f t h i s g e n e t o ^ 2 - m i c r o g l o b u l i n E S ,
e a r l y s t a g e ; A S , a d v a n c e d s t a ge . T a b l e a d a p t e d f r o m O k a m o t o e t a l . , 19 9 6 .
O n l y o n e s t u d y h a s b e e n p e r f o r m e d t o d a t e e x am i n i n g t h e e x p r e s s i o n o f hMTH l
i n l u n g c a n c e r K e rm e dy e t a l . ( 19 9 8 ) m e a s u r e d hMTH l m R N A l e v e l s b y N o r t h e r n
a n a l y s i s i n n o r m a l h u m a n b r o n c h i a l e p i t h e l i a l (N H B E ) c e l l s , SV - 4 0 - im m o r t a l i z e d n o n -
t u m o r i ge n i c H B E c e l l s (B E A S- 2 B ) a n d tw e l v e l u n g c a n c e r c e l l l i n e s T he r e s u l t s o f t h i s
a n a l y s i s a r e s h o w n i n F i g u r e 13 T h e B E A S- 2 B c e l l s a n d e l e v e n o u t o f t w e l v e l u n g
c a n c e r c e l l l i n e s e x h i b i t e d o v e r e x p r e s s i o n o f hM TH l m R N A r e l a t i v e t o t h a t o f N H B E
c e l l s T he s e w o r k e r s a l s o m e a s u r e d l e v e l s o f 8 - o x o - d e o x y g u a n o s i n e i n D N A p r e p a r e d
f r o m th e s e c e l l l i n e s i n o r d e r t o e x a m i n e t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n o x i d a t i v e D N A d a m a ge
a n d hMT H l m R N A l e v e l s (T a b l e 10 ) . B E A S- 2 B c e l l s a n d a l l t e n o f t h e l u n g c a n c e r c e l l
l i n e s e x a m i n e d s h o w e d l o w e r l e v e l s o f 8 - o x o - d e o x y g u a n o s i n e t h a n e i t h e r o f t h e t w o
N H B E s t r a i n s T h e a v e r a g e v a l u e f o r N H B E c e l l s w a s 5 . 6 0 ± 0 7 5 (m e a n ± a b so l u t e
d e v i a t i o n ) 8 - o x o - d e o x y g u a n o s i n e r e s i d u e s p e r 10
^
n o r m a l d e o x y g u a n o s i n e (d G ) r e s i du e s
T h e a v e r a g e v a l u e f o r t h e l u n g c a n c e r c e l l l i n e s w a s 3 0 2 ± 0 8 5 (m e a n ± SD ) 8- o x o -
2 9
N I N T A C A C A C E C A P C
G A P O H
R a t i o
R e la t i v e 1 . 0 2 . 2 2 . 0 2 . 2 2 . 2 1 . 3 2 2
t o N H B E
A C s c s c s c SO S C O s e c
G A P D H
R a t i o
R e la t iv e 1 . 4 2 . 4 1 8 0 . 7 2 . 8 1 4 1 . 4
t o N H B E
F i g u r e 13 N o r t h e r n a n a l y s e s o f hM TH l m R N A e x pr e s s i o n i n N H B E , B E A S- 2 B , a n d
h u m a n l u n g c a n c e r c e l l s R e l a t i v e R a t i o = r a t i o o i hMT H l mR N A t o GA P D H m R N A
r e l a t i v e t o t hi s r a t i o d e t e rm i n e d f o r N H B E c e l l s A bb r e v i a t i o n s f o r t u m o r p a t h o l o g y ; N ,
n o r m a l ; IN T , i m m o r t a l i z e d , n o n - t u m o r i g e n i c ; A C , a d e n o c a r c i n o m a ; E C , e p i d e r m o i d
c a r c i n o m a ; A P C , a n a p l a s t i c c a r c i n o m a ; SC , s m a l l c e l l l u n g c a n c e r ; SC C , s q u a m o u s c e l l
c a r c i n o m a F r o m K e n n e d y e t a l , 19 9 8 .
T a b l e 10
A m o u n t o f X - o x o - d e o x y g u a n o s i n e i n h u m a n l u n g c e l l s
C e ll l i n e P a t h o l o g y





N H B E . s t r a i n 2 12 9 N 6 3 5
N H B E , s t r a i n 4 5 0 1 N 4 8 4
B E A S - 2 B I N T 2 6 8
A 4 2 7 A C 2 . 2 1
A 54 9 A C 4 0 0
C a l u - 3 A C 3 2 2
S K L U - 1 A C 2 72
C a l u - 6 A PC 3 4 9
C a l u - 1 E C 3 4 7
N C I - H 8 2 SC 1 0 4
N C I - H I 2 8 SC 3 4 6
N C I - H 520 SC C 3 0 0
SW 9 0 <) SC C 3 5 6
' A bb r e v i a t i o n s fo r t u m o r p a t h o l o g y : N n o r m a l ; I N T , i m m o r t a l iz ed
n o n - t u m o r i ge n i c ; A C , a d e n o c a r c i n o m a ; A PC , a n a p l a s t i c c a r c i n o m a ;
E C
.
e p id e r m o i d c a r c i n o m a ; SC . s m a l l c e l l l u n g c a n c e r : SC C , sq u a
¬
m o u s c e l l c a r c i n o m a
' ' T h e n u m b e r o f 8 - o x o - d e o x y g u a n o s i n e r e s i d u e s p e r 10
'
'
n o r m a l d e -
o x y g u a n o s i n e r e s i d u e s w a s d e t e r m i n e d b y h i g h p r e s s u r e l i q u i d
c h r o m a t o g r a p h y w i t h e l e c t r o c h e m i c a l d e t e c t i o n ( H P L C - E C D )
F r o m K e n n e d y e t a l . , 19 9 8.
3 0
d e o x y g u a n o s i n e r e s i d u e s p e r 1 0
^
n o rm a l d e o x y g u a n o s i n e ( d G ) r e s i d u e s V a l u e s o f 8 -
o x o - d G / 10
^
d G (T a b l e 10 ) w e r e p l o t t e d a g a i n s t hM TH l t o GA P D H m R N A r a t i o s (F i g u r e
13 ) t o d e t e r m i n e w h e t h e r t h e r e i s a r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t o t a l 8 - o x o - d G l e v e l s a n d
hMI 'H l m R N A e x p r e s s i o n F i g u r e 14 sh o w s t h a t a n i n v e r s e l i n e a r r e l a t i o n s h i p (r = -
0 7 5 ) e x i s t s b e t w e e n t h e s e p a r a m e t e r s T o g e t h e r , t h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t p e r s i s t e n t
o x i d a t i v e s t r e s s i s a f e a t u r e o f b o th B E A S- 2 B c e l l s a n d l u n g c a n c e r c e l l l i n e s .
O v e r e x p r e s s i o n o f hMTH l i n t h e s e c e l l s a c t s t o p r o t e c t t h e m f r o m o x i d a t i v e D N A









r = - 0 7 5
- H - +- - + - H
0 0 5 0 0 7 5 0 1 0 12 5 0 15
Ra t i o O f h MT H l to G A P D H mR N A
F i gu r e 14 R e l a t i o n s h i p b e t w e e n 8 - o x o - d e o x y g u a n o s i n e l e v e l s a n d hM TH l e x p r e s s i o n
f o r h u m a n l u n g c a n c e r c e l l s F r o m K e n n e dy e t a l , 19 9 8
W a n i e t a l . ( 19 9 8 ) e x a m i n e d t h e e x p r e s s i o n o f t h e 8 - OH - 7, 8 - d i hy d r o g u a n o s i n e
t r ip h o sp h a t a s e (hM TH l ) g e n e i n n o r m a l h u m a n b r e a s t d u c t a l c e l l s a n d h u m a n b r e a s t
t u m o r c e l l s . B y in s it u h y b r i d i z a t i o n , t h e y f o u n d t h a t hM TH l m R N A l e v e l s w e r e n o t
d e t e c t a b l e i n n o r m a l h u m a n b r e a s t d u c t a l c e l l s C o n v e r s e l y , s t a i n i n g w a s de t e c t e d i n 3 0 -
8 5% o f t h e t u m o r c e l l s i n i n d i v i d u a l t u m o r s (T a b l e 1 1 ) In c r e a s e d e x p r e s s i o n o f hM TH l
w a s n o t f o u n d t o b e a s s o c i a t e d w i t h t u m o r gr a d e o r m e t a s t a t i c m a l i g n a n c y (T a b l e 11) .
3 1
T a b l e 1 1
Ex p re s s io n o f t he S - O H - 7 , 8 - di hy d r o g u a n o s m e t ri p ho sp ha t a s e g e n e an d t he s u r g i c a l /p a t ho l o g i c a l c h a r a c t e r i s t i c s o f br e a s t tu m o r s
T is s u e
*
S u r g i c a l P a t h o l o g i c a l 8 - o x o - d G T Pa s e
' '
Re p o rt o f T u m o r s
'
00 6 G r a de 3
,
d u c t a l c a r c i n o m a
,
o n e o f 18 a x i l la r y l y m ph n o d e s a r e in v o l v e d by m c t o ^ t i c 30 0 ± 2 0
c a r c i i K >n u
U iJ9 G r a de 3
,
i n v a s i v e d u c t a l c a r c i n o m a , 1 0 o f 1 8 l ym p h n o d e s c o n t a i n m e t a s t a t i c c a r c i n o m a 40 0 ± 3 4
1 19 G r a d e 2 , in f i l t r a t i n g d u c ta l c a r c i n o m a , w i t h l y m p h n o d e s id e n t i f ie d 6 1 0 ± 1 5
00 3 G r a d e 3 , in v a s i v e p o o r l y d i f fe r e n t i a te d i n f i l t r a t i n g c a r c i n o m a , 1 6 d e s i g n a t e d le v e l I a n d I I 7 0 0 ± 3 0
l y mp h n o d e s n e ga t i v e f o r m e t a s t a t i c t u m o r
0 65 G r a de 3
,
in f i l t r a t i n g d u c ta l c a r c i n o m a 72 2 ± 3. 0
118 G r a de 3
,
i n v a s i v e c a r c i n o m a 75 0 ± 3 1
0 6 2 G r a de I
, p o o r l y d i f Te r en t i a t e d i n fl l t t a l ed d u c t a l c a r c i n o m a , e i gh t o f 1 1 a x i l l a r y n o d e s c o n t a i n 7 8 0 ± 2 4
m e t a s t a t ic c a r c i n o m a
0 1 1 G r a de 3
,
d u c t a l c a r c i n o m a
,
n o d e f i i u t e l y m p ha t i c i n v a s i o n 7 8 0 i 2 . 6
33 7 G r a de 3
,
i n f i l t r a t i n g d u c ta l c a r c i n o m a , w i t h Ic f ) a x i l l a r y l y m p h n o d e s 80 0 ± 1 5
19 5 G r a de 2
,
i n v a s i v e d u c t a l c a r c i n o m a , m e ta s t a t i c c a r c i n o m a i n f o u r o f 10 l y mp h n o d e s 8 2 0 ± 2 8
03 7 G ra d e 2
,
i n f i l t r a t i n g m a mm a r y c a r c in o m a , f e a t u r e s o f v a r i a n t l o bu l a r c a r c in o m a , I S r e a c t i v e 8 5 0 ± 3 1
l y m p h n o d e s f r e e o f m e t a s t a t i c m a l i g n a n c y
M e a n ± SE M 6 8 3 ± 4 2
"
T h e s u r g i c a l p a t h o l o g i c a l r e po n s f o r e a c h c a s e w e r e a n o n ym o u s ly s u p p l i e d by t h e C* i o S ta t e U n i v e r s i t y T i s s u e P r o c u r e m e n t Se r v i c e T u m o r
gr a de w a s u s e d a s a n i n di c a t o r o f pl e o m o r p hi s m a n d m i to t i c a c t i v i t y o f t he t u m o r L ym p h n o de i n v o l v e m e n t pr o v i d e d a n i n d i c a t i o n o f
m e t a s t a t i c m a l i g n a n c y
' '
P e r c e n t a g e o f d u c t a l c e l l s t SE M o f f o u r di f f e r e n t a r e a s e x h i b it i n g m o de r a te t o s t r o n g s t a i n i n g f o r a n t i bo d y
F r o m W a n i e ^ a / .
,
19 9 8
T h e s e w o r k e r s a l s o e x a m i n e d th e r e l a t i o n s h i p b e tw e e n e x p r e s s i o n o f m o l e c u l a r
b i o m a r k e r s o f t u m o r g r o w th a n d p r o g r e s s i o n { i . e . , c y c l i n D l , c y c l i n D 3 , e s t r o g e n
r e c e p t o r , p 5 3 , K i - 6 7 , a n d c - e r b B - 2 ) a n d hMT H l e x p r e s s i o n N o a s s o c i a t i o n w a s f o u n d
f o r a n y o f t h e s e m a r k e r s T h e r e s u l t s o f t h i s s t u d y s u g g e s t t h a t p e r s i s t e n t o x i d a t i v e s t r e s s
i s a f e a t u r e o f b r e a s t t u m o r s H o w e v e r
,
u n l i k e r e n a l - c e l l c a n c e r (O k a m o t o e t a l , 19 9 6 ) ,
t h e r e d o e s n o t a p p e a r t o b e a n i n c r e a s i n g l e v e l o f o x i da t i v e s t r e s s w i t h c l i n i c a l s t a g e o f
t h e d i s e a s e i n b r e a s t c a n c e r
N o s t u d i e s h a v e b e e n p e r f o r m e d t o da t e t o d e t e r m i n e t h e m e c h a n i s m o f
u p r e g u l a t i o n o f hMTH l e x p r e s s i o n i n c a n c e r O n e p o s s i b i l i t y i s t h a t t h e r e m a y b e m o r e
c o p i e s o i hMT H l i n c a n c e r c e l l s A n u m b e r o f s t u d i e s h a v e sh o w n g a i n s o f c h r o m o s o m e
7p , e i t h e r v i a p o l y s o m y 7 o r p a r t i a l g a i n s o f 7 p (T e s t a a n d Si e g fr i e d , 19 9 2 ; B a l s a r a e t a l ,
19 9 7 ; B j o r k q v i s t e t a l , 1 9 9 8 ) A n o th e r p o s s i b i l i t y i s t h a t hMT H l e x p r e s s i o n m a y b e
u p r e g u l a t e d b y R O S N a r a y a n a n e t a l . ( 19 9 7 ) h a v e sh o w n t h a t e x p o s u r e o f h u m a n c e l l s
t o a - p a r t i c l e s r e s u l t s i n t h e p r o d u c t i o n o f b o t h s u p e r o x i d e a n d h y d r o g e n p e r o x i d e T h u s ,
3 2
i f R O S d o , i n f a c t , m e d i a t e e x p r e s s i o n o f h M T H I , t h e n e x p o s u r e o f c e l l s t o a - p a r t i c l e s
w o u l d b e e x p e c t e d t o r e s u lt i n a n u p r e g u l a t i o n o f ge n e e x p r e s s i o n K e n n e dy , C H .
(u n p u b l i s h e d r e s u l t s ) e x p o s e d N H B E c e l l s t o 0 6 7 G y a - p a r t i c l e s a n d m e a s u r e d c h a n ge s
i n hM TH l m R N A l e v e l s b y N o r t h e r n a n a l y s i s (F i gu r e 1 5 ) T h e s e r e s u l t s s h o w t h a t
hMT H l m R N A l e v e l s d o i n c r e a s e i n N H B E c e l l s f o l l o w i n g e x p o s u r e t o a - p a r t i c l e s a n d
t h a t m a x im u m e x p r e s s i o n o c c u r s f o u r h o u r s a ft e r e x p o s u r e .
0 2 4 8 12
F i g u r e 15 m R N A l e v e l s o f hM TH l i n N H B E c e l l s fo l l o w i n g e x p o s u r e t o 0 6 7 G y a -
p a r t i c l e s V a l u e s i n d i c a t e h o u r s a ft e r e x p o s u r e t h a t c e l l s w e r e t r e a t e d f o r m R N A
p r e p a r a t i o n . U p p e r h a n d = hM TH l L o -w c r h a n d = GA P D H . F r o m K e n n e d y , C H
(u n p u b l i sh e d r e s u l t s )
C e l l u l a r d a m a g e r e s u l t i n g f r o m i n h a l a t i o n o f a s b e s t o s m a y b e c a u s e d b y t h e p r o d u c t i o n o f
R O S (M o s s m a n a n d M a r s h , 19 8 9 ) . K i m e t a l . (2 0 0 1) e x a m i n e d t h e e x p r e s s i o n o f
hMT H l i n h u m a n l u n g a l v e o l a r e p it h e l i a l c e l l s a ft e r e x p o s u r e t o c r o c i d o l i t e a s b e s t o s .
T h e s e w o r k e r s f o u n d th a t l e v e l s o f hMT H l m R N A i n c r e a s e d u p t o 18 hr p o s t - e x p o s u r e
a n d th e n d e c r e a s e d t o c o n t r o l l e v e l s a t 2 7 h r (F i g u r e 16 ) .
3 3
M 0 9 18 2 7 T if n « (h r s )
h MT H I
B 18
11 i i w (h r s )
F i gu r e 1 6 . T i m e c o u r s e o f e x p r e s s i o n o f hMT H I m R N A i n A 5 4 9 c e l l s e x p o s e d t o
c r o c i d o l i t e a s b e s t o s (a ) E th i d i u m b r o m i d e s t a i n i n g o f P CR p r o du c t s , (b ) Qu a n t i t a t e d
r e s u l t s a r e e x p r e s s e d a s t h e p r o p o r t i o n o f hMT H I t o P- a c t i n B a r s s h o w t h e s t a n d a r d
e r r o r . *
,
P < 0 0 5 ; * * , P < 0 0 1 F r o m K im e t a l . (2 0 0 1 )
T o ge t h e r , t h e r e s u l t s o f t h e a - p a r t i c l e s t u d y (K e n n e d y , C H . , u n p u b l i s h e d r e s u l t s )
a n d t h e c r o c i d o l i t e a s b e s t o s s t u dy (K im e t a l , 2 0 0 1 ) s u g ge s t t h a t c e l l u l a r p r o d u c t i o n o f
R O S d o e s r e s u l t i n t h e u p r e g u l a t i o n o f hMT H I e x p r e s s i o n H o w e v e r , f u r t h e r w o r k i s
n e e d e d t o u n d e r s t a n d t h e m e c h a n i s m o f hMT H I r e g u l a t i o n i n c e l l s
3 4
C H A P T E R V n . 8 - O X O G U A N I N E D N A G L Y C O S Y L A SE (Jt O G G l )
8 - O x o g u a n i n e D N A g l y c o s y l a s e (h O G G I ) i s t h e h u m a n h o m o l o g u e o f t h e O G G I
g e n e f o u n d i n t h e y e a s t Sa c c h a r o m y c e s c e r e v i s i a e T h e O G G I p r o t e i n c a t a l y z e s t h e
e x c i s i o n o f 8 - o x o - g u a n i n e (8 - o x o G ) a n d 2 , 6 - d i a m i n o - 4 - h y d r o x y - 5 - f o m i a m i d o -
p y ri m i d i n e (F a p y ) f r o m D N A (v a n d e r K e m p e t a l , 19 9 6 ; N a s h e t a l , 1 9 9 6 ) O G G l -
d e f i c i e n t s t r a i n s o f -S. c e r e v is ia e e x h i b i t a m u t a t o r p h e n o t y p e a n d s p e c i fi c a l ly a c c u m u l a t e
G : C - > T :A t r a n s v e r s i o n s (T h o m a s e t a l , 19 9 6 ) T h e O G G I p r o t e i n e x h i b i t s t h e s a m e
e n z y m a t i c a c t i v i t y a s t h e E . c o l i p r o t e i n m u t M E . C o l i m u t a t o r s l a c k i n g th e M u t M
p r o t e i n a l s o h a v e a n i n c r e a s e s p e c i fi c a l l y i n G : C
- ^ T :A t r a n s v e r s i o n s (C a b r e r a e t a l ,
19 9 8 )
T h e h O G G l g e n e h a s b e e n c l o n e d a n d s e q u e n c e d (A b u r a t a n i e t a l , 19 9 7 ; A r a i e t
a l
,
1 9 9 7 ; L u e t a l , 1 9 9 7 ; R a d i c e l l a e t a l , 19 9 7 ; R o l da n - A rj o n a e t a l , 19 9 7 ; R o s e n q u i s t
e t a l
,
19 9 7 ). h O G G l h a s b e e n l o c a l i z e d t o c hr o m o s o m e 3 p 2 5 - 2 6 b y fl u o r e s c e n t i n s i t u
hy b r i d i z a t i o n a n a l y s i s o f m e t a p h a s e s p r e a d s (A r a i e t a l , 19 9 7 ; L u e t a l , 1 9 9 7 ; R a d i c e l l a
e t a l
,
19 9 7 ; R o l d a n - A rj o n a e t a l , 1 9 9 7 ). T h i s r e g i o n c o m m o n l y e x h i b i t s L O H i n l u n g
c a n c e r c e l l s (H i b i e t a l , 19 9 2 )
A r a i e t a l ( 19 9 7 ) h a v e s h o w n t h a t h O G G l i s u b i q u it o u s l y e x p r e s s e d i n h u m a n
t i s s u e s { i . e . , h e a r t , b r a i n , p l a c e n t a , l i v e r , l u n g , s k e l e t a l m u s c l e , k i d n e y , a n d p a n c r e a s )
H o w e v e r
,
t h e e x p r e s s i o n l e v e l i n l u n g w a s l o w e r t h a n m o s t o f t h e o t h e r t i s s u e s a n a l y z e d
T h e s e w o r k e r s a l s o e x a m i n e d 2 8 h u m a n l u n g c a n c e r c e l l l i n e s b y N o r t h e r n a n d S o u t h e r n
b l o t a n a l y s i s h O G G l t r a n s c r i p t s w e r e d e t e c t e d i n a l l c e l l l i n e s e x a m i n e d b y N o r t h e r n
b l o t a n a l y s i s So u t h e r n b l o t a n a l y s i s w a s pe r f o r m e d w i th E c o R l d i ge s t s o f g e n o m i c D N A
fi - o m t h e s e c e l l l i n e s I n a l l o f t h e s e c e l l l i n e s
,
t h e HO G G J p r o b e d e t e c t e d a s i n g l e b a n d o f
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1 1 k b p N o g e n e t i c a l t e r a t i o n s s u c h a s h o m o z y g o u s d e l e t i o n s o r r e a r r a n g e m e n t s w e r e
d e t e c t e d
K o hn o e t a l . ( 19 9 8) p e r f o r m e d p o l ym e r a s e c h a i n r e a c t i o n s i n g l e - s t r a n de d
c o n f o rm a t i o n a l p o l y m o r p h i s m (PC R - S SC P ) a n a l y s i s o n 4 5 p r im a r y l u n g t u m o r s i n o r de r
t o d e t e c t s o m a t i c m u t a t i o n s i n h O G G l . E l e c t r o p h o r e t i c p a t t e r n s o f t u m o r D N A w e r e
c o m p a r e d w it h th a t o f c o r r e s p o n d i n g n o r m a l D N A N o m u t a t i o n s w e r e d e t e c t e d .
H o w e v e r , 2 3 o f 4 5 i n d i v i d u a l s (5 1% ) w e r e h e t e r o z y g o t e s f o r p o l ym o r p h i sm s o f t h e
h O G G l ge n e L O H w a s d e t e c t e d i n 15 o f t h e 2 3 c a s e s (6 5 % ) . P C R - S SC P a n a l y s i s w a s
a l s o c a r r i e d o u t i n 5 2 l u n g c a n c e r c e l l l i n e s O n l y o n e m u t a t i o n w a s f o u n d In N C I - H 5 2 6
c e l l s
,
a G - » T t r a n s i t i o n w a s d e t e c t e d a t t h e l a s t n u c le o t i d e o f e x o n o n e T h i s m u t a t i o n
r e s u l t e d i n a t r u n c a t e d p r o t e i n T h e s e r e s u l t s v a l i d a t e t h o s e o f A r a i e t a l . ( 19 9 7 ) s h o w i n g
t h a t t h e m u t a t i o n r a t e o f h O G G l i s e x t r e m e l y l o w i n l u n g c a n c e r
C h e v i l l a r d e t a l . ( 19 9 8) a n a l y z e d 2 5 s m a l l c e l l l u n g c a r c i n o m a s b y R T - P C R t o
m e a s u r e h O G G l e x p r e s s i o n l e v e l s h O G G l e x p r e s s i o n w a s d e t e c t e d i n a l l o f t h e s a m p l e s
a n a l y z e d . T h e c D N A s w e r e f u r t h e r a n a l y z e d b y d e n a t u r i n g gr a d i e n t g e l e l e c t r o p h o r e s i s
(D G G E ) T w o o f t h e t u m o r s h a d a b n o r m a l e l e c t r o p h o r e t i c p a t t e r n s b y D G G E a s
c o m p a r e d t o w i l d - t y p e h O GG l T h e d o m a i n s s h o w i n g a l t e r a t i o n s w e r e a m p l i f i e d by R T -
PC R a n d s e q u e n c e d T h e m u t a t i o n s a r e s h o w n i n T a b l e 12 . B o th o f t h e m a r e m i s s e n s e
m u t a t i o n s
,
r e s u l t i n g i n a n a m i n o a c i d c h a n g e i n t h e p r o t e i n s e q u e n c e B y m e a n s o f s i t e
d i r e c t e d m u t a g e n e s i s , i t w a s sh o w n th a t t h e A r g l 3 I G l n m u t a t i o n c o m p l e t e l y a b o l i sh e s
th e c a p a c i t y o f t h e h O G G l p r o t e i n t o r e p a i r 8 - o x o G B o t h o f t h e t u m o r s s h o w i n g
m u t a t i o n s w e r e h o m o z y g o u s m u t a n t s , s u g g e s t i n g a h e m i z y g o s i t y d u e t o l o s s o f t h e w i l d -
t y p e a l l e l e T h e f a c t t h a t m u t a t i o n s w e r e o n l y d e t e c t e d i n 2 o u t o f 2 5 t u m o r s (8% )
3 6
p r o v i d e s f u r t h e r e v i d e n c e f o r t h e i d e a t h a t t h e r a t e o f h O G G I m u t a t i o n s i n l u n g c a n c e r i s
l o w .
T a b l e 1 2 C h a r a c t e r i s t i c s o f t h e h O G G l m u t a t i o n s
P a t i e n t # C o d o n Se q u e n c e M u t a t i o n N u c l e o t i de P o s i t i o n P r o t e i n M u t a t i o n
5 13 1 C G A - ^ C A A 7 3 0 a r g - ^ g l n
19 8 5 G C T - ^ T C T 5 9 1 a l a ^ s e r
F r o m C h e v i l l a r d e t a l .
,
1 9 9 8
Su g im u r a e t a l . ( 19 9 9 ) e x a m i n e d th e r o l e o f a c o m m o n p o l y m o r p h i sm i n t h e
h O G G l g e n e ( Se r 3 2 6 C y s) w i th r e sp e c t t o l i m g c a n c e r s u s c e pt i b i l i t y R e p a i r a c t i v i t y o f
t h e Se r 3 2 6 p r o t e i n h a s b e e n sh o vm t o h i g h e r t h a n t h a t o f t h e C y s 3 2 6 p r o t e i n i n
c o m p l e m e n t a t i o n o f £
"
. c o l i t ha t i s d e f e c t i v e i n t h e r e p a i r o f 8 - h yd r o x y g i xa n i n e (K o hn o e t
a l . , 19 9 8 ) I n t h e Su g im u r a e t a l . ( 1 9 99 ) s t u d y , a l l e l e d i s t ri b u t i o n s o f t h e Se r 3 2 6 C y s
p o l ym o r p h i s m w e r e e x a m i n e d i n a c a s e - c o n t r o l s t u d y o f m a l e l i m g c a n c e r i n O k i n a w a .
T h e s e w o r k e r s f o i m d t h a t i n d i v i d u a l s w i t h t h e C y s / C y s g e n o t y p e w e r e a t a n i n c r e a s e d
r i s k o f s q u a m o u s c e l l c a r c i n o m a (O R a dj u s t e d f o r a g e a n d s m o k i n g h i s t o r y = 3 0 1 ; 9 5%
C I = 1 3 3 - 6 83 ) a n d n o n a d e n o c a r c i n o m a ( a dj u s t e d O R = 2 18 ; 9 5% C I = 1 0 5 - 4 5 4 ) . T h e
o d d s r a t i o s f o r o t h e r h i s t o l o g i c a l s u b t y p e s o f l u n g c a n c e r w e r e n o t s i g n i f i c a n t . T h e
d i s t r i b u t i o n o f t h i s p o l y m o r p h i s m w a s m e a s u r e d i n C h i n e s e , J a p a n e s e , M i c r o n e s i a n s ,
M e l a n e s i a n s , H u n g a ri a n s , a n d A u s t r a l i a n C a u c a s i a n s T h e C y s a l l e l e w a s m u c h l e s s
p r e v a l e n t i n t h e l a t t e r t hr e e p o p u l a t i o n s T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t t h e Se r 3 2 6 Cy s
p o l y m o r p h i s m m a y b e a r i s k fa c t o r f o r s u s c e p t i b i l i t y t o t h e d e v e l o p m e n t o f l u n g c a n c e r
W i k m a n e t a l . (2 00 0 ) e x am i n e d th e r o l e o f t h e h O G G l S e r 3 2 6 C y s po l ym o r p h i s m
i n l u n g c a n c e r s u s c e pt i b i l i t y b y m e a n s o f a n e s t e d c a s e - c o n t r o l s t u d y T h e p r e v a l e n c e o f
t h e Se r / C y s g e n o t y p e w a s 4 1. 0% i n c o n t r o l s a n d 3 0 5% i n c a s e s T h e p r e v a l e n c e o f t h e
C y s /C y s g e n o t y p e w a s 1 9% i n c o n t r o l s a n d 4 8% i n c a s e s A l t h o u gh t h e p r e v a l e n c e o f
3 7
t h e C y s / C y s g e n o t y p e w a s h i gh e r i n c a s e s t h a n i n c o n t r o l s , t h e c a l c u l a t e d o d d s r a t i o w a s
n o t s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t (O R = 2 2 ; 9 5 % C I = 0 4 1 - 1 1 7 9 ) T h e s e w o r k e r s a l s o
m e a s u r e d L O H a t t h e h O G G l l o c u s i n 16 l u n g t u m o r s a m p l e s f r o m i n d i v i d u a l s
h e t e r o z y go u s f o r t h e Se r 3 2 6 C y s p o l y m o r p h i sm Se v e n o u t o f t h e 16 s a m p l e s (4 3 . 8% )
e x h i b i t e d c l e a r L O H . T h e v a r i a n t C y s 3 2 6 a l l e l e w a s l o s t i n 5 o u t o f 7 s a m p l e s . T u m o r
s t a g e , s m o k i n g (p a c k y e a r s ) , a sb e s t o s (fi b e r s / g l u n g t i s s u e ) a n d o c c u p a t i o n a l e x p o s u r e
h a d n o i n f l u e n c e o n t h e L O H r e s u l t s L O H w a s f o u n d t o b e l e s s c o mm o n i n
a d e n o c a r c i n o m a c a s e s (2 / 7 , 2 9%) t h a n a m o n g s m a l l c e l l c a r c i n o m a c a s e s (4 / 8, 5 0% )
T h e r e s u l t s o f t h i s s t u d y d o n o t p r o v i d e s u p p o rt fo r a r o l e o f t h e Se r 32 6 Cy s
p o l y m o r p h i sm i n l u n g c a n c e r s u s c e p t i b i l i t y T h e y d o , h o w e v e r , s h o w t h a t L O H a t t h e
h O GG l l o c u s i s a f r e q u e n t e v e n t i n l u n g c a n c e r . T h i s m a y l e a d t o i n c r e a s e d m u t a t i o n a l
d a m a g e du e t o R O S i n s m o k e r s .
I s h i d a e t a l . ( 19 9 9 ) i d e n t i f i e d t w o n e w p o l y m o r p h i s m s i n e x o n o n e o f t h e h O G G l
g e n e . A l l e l e tw o w a s a n A - > G t r a n s i t i o n a t b a s e - 2 3 ( r e l a t i v e t o t h e s t a rt c o d o n ) a n d
a l l e l e t h r e e w a s a G - > T t r a n s v e r s i o n a t b a s e - 18 T h e s e p o l y m o r p h i s m s w e r e e x a m i n e d
i n a p o p u l a t i o n - b a s e d s t u d y t o e x a m i n e a p o s s i b l e a s s o c i a t i o n w i t h l u n g - c a n c e r r i s k . T he
p r e v a l e n c e o f a l l e l e t h r e e w a s s i gn i f i c a n t a m o n g J a p a n e s e pa t i e n t s w i t h a d e n o c a r c i n o m a
o f t h e l u n g (O R = 3 15 2 ; 9 5 % C I = 1 2 6 6 - 7 8 4 5 ) N o s i g n i f i c a n t a s s o c i a t i o n w a s f o u n d
w i t h t h e r i s k o f s q u a m o u s c e l l c a r c i n o m a (O R = 0 86 1; 9 5% C I = 0 0 9 8 - 7 5 85 ) I t w a s
s u g g e s t e d t h a t t h e a l l e l e 3 p o l y m o r p h i s m m ig h t a f f e c t t r a n s l a t i o n e f f i c i e n c y T h e r e s u l t s
o f t h i s s t u d y i n d i c a t e t h a t d e c r e a s e d e x c i s i o n r e pa i r o f 8 - h y d r o x y g u a n i n e b y h O GG l m a y
p l a y a r o l e i n p r e d i s p o s i t i o n t o t h e de v e l o p m e n t o f l u n g c a n c e r .
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C e l l u l a r d a m a g e r e s u l t i n g fr o m i n h a l a t i o n o f a s b e s t o s m a y b e c a u s e d b y t h e
p r o d u c t i o n o f R O S (M o s s m a n a n d M a r s h , 19 89 ) K i m e t a l (2 0 0 1) e x a m i n e d t h e
e x p r e s s i o n o f h O G G l i n h u m a n l u n g a l v e o l a r e p i t h e l i a l c e l l s a ft e r e x p o s u r e t o c r o c i d o l i t e
a s b e s t o s . T h e s e w o r k e r s f o u n d t h a t l e v e l s o f h O G G l m R N A r o s e s i g n i fi c a n t l y i n a t im e -
d e p e n d e n t m a n n e r (F i g u r e 17 ) M a x i m u m h OG G l e x p r e s s i o n w a s d e t e c t e d 2 7 h o u r s
a ft e r e x p o s u r e A t t h i s t im e p o i n t , mR N A l e v e l s w e r e 7 5
- f o l d a b o v e t h a t o f t h e c o n t r o l .
T h e s e r e s u lt s s u g ge s t t h a t h O G G l e x p r e s s i o n i s u p r e gu l a t e d i n r e s p o n s e t o o x i d a t i v e
s t r e s s .
9 1 8 2 7 T i i n « (h r s )
h O GG i
2 7ft I S
T i n w Ot ra )
F i g u r e 17 T im e c o u r s e o f e x p r e s s i o n o f h O G G l m R N A i n A 5 4 9 c e l l s e x p o s e d t o
c r o c i d o l i t e a s b e s t o s (a ) E th i d i u m b r o m i d e s t a i n i n g o f P C R p r o d u c t s (b ) Qu a n t i t a t e d
r e s u l t s a r e e x p r e s s e d a s t h e p r o p o r t i o n o f h O G G l t o j^ - a c t i n B a r s s h o w th e s t a n d a r d
e r r o r .
*
,
P < 0 0 5 ; * * , P < 0 . 0 1. F r o m K im e t a l . (2 00 1)
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C H A P T E R V n i . H U M A N M u t Y H O M O L O G U E (h M Y H )
T h e M u t Y p r o t e i n o i E s c h e r ic h i a c o l i h a s a n e n z y m a t i c a c t i v i t y t h a t r e m o v e s a n
a d e n i n e b a s e f r o m a n A : 8 - o x o G b a s e p a i r (M i c h a e l s e t a i , 19 9 2 ) E . c o l i m u t a t o r s
l a c k i n g t h e M u t Y p r o t e i n h a v e a n i n c r e a s e s p e c i fi c a l l y i n G :C ^ T : A t r a n s v e r s i o n s
(N g h i e m e t a l , 1 9 8 8) I t h a s b e e n d e m o n s t r a t e d t h a t p o l y m e r a s e s r e s p o n s i b l e f o r D N A
r e p l i c a t i o n i n c o r p o r a t e A a c r o s s f r o m 8 - o x o G u p t o 2 0 0 - f o l d m o r e f r e q u e n t l y t h a n t h e y
i n c o r p o r a t e C (S h i b u t a n i e t a l , 19 9 1 ) . H o w e v e r , p o l ym e r a s e s i n v o l v e d i n r e p a i r
p r e f e r e n t i a l l y i n s e r t C a c r o s s f r o m 8 - o x o G . T h u s , t h e a c t i o n o f M u t Y a l l o w s M u t M
a n o t h e r o pp o r t i m i t y t o r e p a i r t h e l e s i o n
T h e h u m a n h o m o l o g u e o f t h e m w ^ r g e n e {hM YH ) h a s b e e n c l o n e d , s e q u e n c e d a n d
m a p p e d t o c h r o m o s o m e l p 3 2 . l - l p 3 4 3 (S l u p s k a e t a t , 1 9 9 6 ) . T h i s r e g i o n o f
c hr o m o s o m e o n e h a s b e e n r e p o r t e d t o b e f r e q u e n t l y d e l e t e d i n h u m a n N SC L C
(G a s p a r a n i a n e t a l , 19 9 8 ; C h i z h i k o v e t a l , 2 0 0 1 ) L o s s e s i n l p 3 2 - p t e r h a v e b e e n
s i g n i fi c a n t l y c o r r e l a t e d w it h a d v a n c e d s t a g e o f t h e d i s e a s e a s w e l l a s p o s t - o p e r a t iv e
m e t a s t a s i s a n d r e l a p s e . O n th i s b a s i s , i t ha s b e e n s u gg e s t e d th a t t h i s r e g i o n m a y h a r b o r
t u m o r s u pp r e s s o r g e n e s i n v o l v e d i n t h e p r o g r e s s i o n o f N SC L C B e c a u s e o f i t s a n t i -
m u t a t o r a c t i v i t y , hM YH i s a go o d c a n d i d a t e f o r b e i n g a t i m i o r s u p p r e s s o r ge n e .
T o da t e , n o s t u d i e s h a v e e x a m i n e d L O H s p e c i fi c a l l y a t t h e hM YH l o c u s . N o w o r k
h a s b e e n d o n e t o c o m p a r e e x p r e s s i o n l e v e l s o f hMYH m R N A i n t u m o r t i s s u e t o t h a t o f
c o r r e sp o n d i n g n o r m a l t i s s u e F i n a l l y , n o st u d i e s h a v e i n v e s t i g at e d t h e p o s s ib i l i t y o f
hM YH m u t a t i o n s i n l u n g c a n c e r s a m p l e s T h u s , a s i gn i fi c a n t a m o u n t o f w o r k n e e d s t o b e
d o n e b e f o r e t h e r o l e o f hM YH i n l u n g c a n c e r i s e l u c i da t e d .
4 0
C H A P T E R r X . SU MM A R Y A N D R E C O M ME N D A T I O N S F O R F U T U R E
R E SE A R C H
T h e l i t e r a t u r e r e v i e w e d i n t h i s p a pe r i s s u m m a r i z e d i n T a b l e s 13 a n d 14
T a b l e 1 3 A n t i o x i d a n t e n z y m e a c t i v i t i e s i n l u n g c a n c e r
A n t i o x i d a n t E n z y m e A c t i v i t y i n L u n g T u m o r s
"
A c t i v i t y i n E L F F l u i d
C a t a l a s e i N o D i f f e r e n c e
G l u t a t hi o n e P e r o x i d a s e 4 t 4
Su p e r o x i d e D i sm u t a s e 4 i
^
E n z y m a t i c a c t i v i t y i n t u m o r s r e l a t i v e t o n o r m a l t i s s u e s
'E n z y m a t i c a c t i v i t y i n E L F f l u i d f r o m l u n g c a n c e r p a t i e n t s r e l a t i v e t o h e a l t hy c o n t r o l s .
i = d e c r e a s e d a c t i v i t y ; - I t = s o m e s t u d i e s s h o w d e c r e a s e d a c t i v i t y a n d s o m e s h o w
i n c r e a s e d a c t i v i t y
T a b l e 14 O x i da t i v e D N A d a m a ge r e p a i r g e n e m R N A l e v e l s i n l u n g c a n c e r .
R e p a i r G e n e E x p r e s s i o n i n L u n g T u m o r s
^
R e s p o n s e t o R O S
hM TH l V t
h O G G l N o D i f f e r e n c e t
hM YH ? ?
* m R N A l e v e l s i n t u m o r s r e l a t i v e t o n o r m a l t i s s u e s
' '
mR N A l e v e l s i n e x p o s e d c e l l s r e l a t i v e t o u n e x p o s e d c o n t r o l c e l l s
°
m R N A l e v e l s i n l u n g c a n c e r c e l l l i n e s r e l a t i v e t o N H B E c e l l s
t = i n c r e a s e d m R N A l e v e l s ? = n o d a t a a v a i l a b l e .
T h e r e s u l t s o f t h e M E D L I N E s e a r c h e s d o n e t o p r e p a r e t h i s p a p e r i n d i c a t e t h a t , i n
g e n e r a l , a n t i o x i d a n t e n z y m e a c t i v i t y i s d e c r e a s e d i n l u n g c a n c e r . C o n v e r s e l y , a t l e a s t o n e
o x i d a t i v e D N A d a m a g e r e p a i r ge n e (hM TH l ) a p p e a r s t o b e u p r e gu l a t e d i n l u n g c a n c e r
T o d a t e
,
n o s t u d i e s h a v e b e e n p e r f o r m e d t o l o o k a t e i t h e r g e n e e x p r e s s i o n o r e n z y m a t ic
a c t iv i t y o f t h e s i x g e n e s s t u d i e d i n e i t h e r sp u t u m s a m pl e s o r b r o n c h o s c o p y s a m p l e s
T o g e t h e r w i t h E L F , t h e s e a r e t h e s a m p l e s t h a t m u s t b e e x a m i n e d t o a s c e r t a i n w h e t h e r t h e
g e n e s e x a m i n e d i n t h i s s t u d y c a n b e u t i l i z e d a s b i o m a r k e r s f o r t h e e a r l y d e t e c t i o n o f l u n g
c a n c e r A l t h o u g h M e l l o n i e t a l . ( 19 9 6 ) e x a m i n e d th e a c t i v i t i e s o f CA T , G PX a n d SO D i n
E L F f lu i d
,
t h e s e w o r k e r s h a d o n l y a v e r y s m a l l s a m p l e s i z e (/ . e . , 5 n o n - s m o k e r s , 10
s m o k e r s a n d 10 l u n g c a n c e r p a t i e n t s ) . D u e t o i n t e r i n d i v i d u a l v a r i a b i l i t y , i t i s n o t
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s u r p r i s i n g t h a t n o s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s i n C A T a c t i v i t y w e r e o b s e r v e d b e t w e e n t h e
th r e e e x pe r im e n t a l gr o u p s C l e a r l y , t h i s s t u d y m u s t b e r e p e a t e d w i th a l a r g e r c o h o r t o f
i n d i v i d u a l s
T h e m a j o r l im i t a t i o n o f d o i n g s t u d i e s w i t h E L F i s t h e i n v a s i v e n e s s a n d c o s t o f t h e
s a m p l e c o l l e c t i o n p r o c e d u r e B r o n c h o a l v e o l a r l a v a g e u s i n g fi b e r o p t i c b r o n c h o s c o p y
m u s t b e p e r f o r m e d i n o r d e r t o c o l l e c t E L F . T h e r e f o r e , t h i s m e t h o d d o e s n o t s e e m t o b e
p r a c t i c a l f o r e a r l y d e t e c t i o n o f c a n c e r C o n v e r s e l y , t h e c o l l e c t i o n o f s p u t u m s a m p l e s i s
n o n - i n v a s i v e a n d i n e x p e n s i v e . I n a n e a r l y s t u d y , Sa c c o m a n n o e t a l . ( 19 7 4 ) sh o w e d t h a t
t h e p r o g r e s s i o n o f l u n g c a n c e r i n a s m o k e r c o u l d b e de t e c t e d b y m e a n s o f s p u t u m
c y t o l o g y N o r m a l s p u t u m c o n t a i n s e p i t h e l i a l c e l l s fr o m t h e l i n i n g o f t h e r e s p i r a t o r y t r a c t
T u m o r s w i t h i n t h e r e s p i r a t o r y t r a c t m a y s l o u g h c e l l s i n t o t h e s p u t u m . F u r t h e r , p r e -
m a l i g n a n t c e l l s m a y a l s o b e p r e s e n t i n sp u t u m s a m p l e s . F o r t h e s e r e a s o n s , sp u t u m i s t h e
s a m p l e o f c h o i c e f o r d e t e c t i n g e a r l y g e n e t i c c h a n g e s i n l u n g c a r c i n o g e n e s i s
I f pr e - m a l i gn a n t o r m a l i g n a n t c e l l s a r e p r e s e n t i n s p u t u m , i t i s p r e d i c t e d t h a t
p r o t e i n l e v e l s o f C A T , G P X a n d S O D s h o u l d b e l o w e r i n t h e s e c e l l s r e l a t iv e t o n o r m a l
c e l l s P r o t e i n l e v e l s o f hM T H l , h O G G l a n d hM Y H sh o u l d b e h i g h e r i n p r e - m a l i gn a n t o r
m a l i g n a n t c e l l s r e l a t i v e t o n o r m a l c e l l s I n o r d e r t o t e s t t h i s h y po t h e s i s , s p u t u m s a m p l e s
fr o m p a t i e n t s w i t h u n t r e a t e d l u n g c a n c e r c o u l d b e c o l l e c t e d a n d s t a i n e d w i th a n t i b o d i e s
f o r t h e s e s i x p r o t e i n s T h r o u g h th e u s e o f a n t i b o d i e s c o n j u g a t e d t o d i f f e r e n t fl u o r e s c e n t
l a b e l s
,
i t s h o u l d b e p o s s i b l e t o i d e n t i fy c e l l s t h a t u n d e r e x p r e s s a n t i o x i d a n t e n z ym e s a n d
o v e r e x p r e s s o x i d a t i v e D N A d a m a g e r e p a i r e n z y m e s I f c e l l s o f t h i s t y p e a r e i d e n t i fi e d ,
t h e s a m p l e c o u l d th e n b e r e a d by a p a th o l o g i s t t o d e t e r m i n e i f t h e c e l l s e x h i b i t
m o r p h o l o g i c a l c h a n g e s c h a r a c t e r i s t i c o f c a n c e r c e l l s I f t h e m e th o d c a n b e v a l i d a t e d
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u s i n g s a m p l e s f r o m p a t i e n t s w i t h u n t r e a t e d l u n g c a n c e r , t h e n t h e m e t h o d c o u l d b e a p p l i e d
t o a t - r i s k i n d i v i d u a l s ( i . e . , s m o k e r s ) w i t h n o k n o w n h i s t o r y o f l u n g c a n c e r D e t e c t i o n o f
p r e - m a l i g n a n t o r m a l i gn a n t c e l l s b y th i s m e th o d w o u l d n e c e s s i t a t e f o l l o w - u p b y
b r o n c h o s c o p y a n d / o r c h e s t X - r a y I f b r o n c h o s c o p y i s r e c o m m e n d e d , b r o n c h o a l v e o l a r
l a v a g e c o u l d b e p e r f o r m e d t o c o l l e c t E L F f l u i d , f a c i l i t a t i n g t h e a n a l y s i s o f a g r e a t e r
n u m b e r o f c e l l s T h i s w o u l d s e r v e t o c o n fi r m t h e r e s u l t s o f t h e s p u t u m a n a l y s i s .
I t i s c o n c l u d e d t h a t a n t i o x i da n t e n z ym e s a n d o x i d a t i v e D N A d a m a g e r e p a i r
e n z y m e s m a y b e g o o d m a r k e r s f o r t h e e a r l y d e t e c t i o n o f l u n g c a n c e r H o w e v e r ,
t e c h n o l o g i c a l h u r d l e s ( e . g . , t h e p r o d u c t i o n o f l a b e l e d a n t i b o d i e s ) m u s t b e o v e r c o m e
b e f o r e a n a l y s e s c a n b e u n d e r t a k e n .
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H i p p o , Y , I s h i d a , T . , T a k a s h im a , R , M a t s u b a , C , K o d a m a , T , T a k a o ,
M , Y a s u i , A , Y a m a m o t o , K , a n d A s a n o , M . ,
"
C l o n i n g a n d C h a r a c t e r i z a t i o n o f
M a m m a l i a n 8 - H y d r o x y g u a n i n e - Sp e c i f i c D N A G l y c o s y l a s e /A p u r i n i c , A p y r i m i d i n i c
L y a s e , a F u n c t i o n a l ot m /M H o m o l o g u e ,
" C a n c e r R e s e a r c h
,
V o l 5 7
, p p 2 15 1 - 2 15 6
( 19 9 7 )





D i e t a r y C a r c i n o g e n s a n d A n t i c a r c i n o ge n s : O x y g e n R a d i c a l s a n d
D e g e n e r a t i v e D i s e a s e s ,
" Sc i e n c e
,
V o l . 2 2 1
, p p 12 5 6
- 1 2 6 4 ( 19 8 3 )
A m e s , B N , a n d Sh i g e n a g a , M K . ,
"
O x i d a n t s A r e a M a j o r C o n t r i b u t o r t o A g i n g ,
"
A n n a l s
o f t h e N e w Y o r k A c a d e m y o f Sc i e n c e s , V o l . 6 6 3 , p p 8 5 - 9 6 ( 19 9 2 )




Sh i g e n a ga , M K , a n d H a ge n , T . M ,
" O x i d a n t s
,
A n t i o x i d a n t s
,
a n d t h e
D e g e n e r a t i v e D i s e a s e s o f A gi n g ,
"
P r o c e e d i n gs o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s
U SA . V o l 9 0
, p p 7 9 15 - 7 92 2 ( 19 9 3 )





































C l o n i n g o f a H u m a n H o m o l o g o f t h e Y e a s t O G G l G e n e
T h a t i s I n v o l v e d i n t h e R e p a i r o f O x i d a t i v e D N A D a m a ge ,
"
O n c o g e n e , V o l 14 , p p
2 8 5 7 - 2 8 6 1 ( 19 9 7 )
B a l s a r a
,
B R , So n o d a , G . , d u M a n o i r , S , Si e g f r i e d , J M , G a b r i e l s o n , E , a n d T e s t a , J R . ,
"
C o m p a r a t i v e G e n o m i c H yb r i d i z a t i o n A n a l y s i s D e t e c t s F r e q u e n t , O ft e n H i g h - L e v e l
O v e r r e p r e s e n t a t i o n o f D N A Se q u e n c e s a t 3 q , 5p , 7 p , a n d 8 q i n H u m a n N o n - Sm a l l C e l l
L u n g C a r c i n o m a s ,
"
C a n c e r R e s e a r c h , V o l . 5 7 , p p 2 1 16 - 2 12 0 ( 19 9 7 )








G o r s k a - F l i p o t , I , L a b u d a , D . , a n d Si n n e t t , D . ,
"
H i gh
R e s o l u t i o n D e l e t i o n M a p p i n g R e v e a l s F r e q u e n t A l l e l i c L o s s e s a t t h e D N A M i sm a t c h
R e p a i r L o c i hML H l a n d hMSH 3 i n N o n - Sm a l l C e l l L u n g C a n c e r ,
"
I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l
o f C a n c e r
.
V o l 7 7
, p p 17 3 - 18 0 ( 19 9 8 )
B j o r k q v i st , A . M , T a m m i l e h t o , L , N o r d l i n g , S . , N u r m i n e n , M . , A n t t i l a , S , M a t t s o n , K ,
a n d K n u u t i l a
, S ,
"
C o m p a r i s o n o f D N A Co p y N u m b e r C h a n g e s i n M a l i gn a n t
M e s o t h e l i o m a , A d e n o c a r c i n o m a a n d L a r g e - C e l l A n a p l a st i c C a r c i n o m a o f t h e L u n g ,
"
B r i t i s h J o u r n a l o f C a n c e r
.
V o l 7 7
, p p 2 6 0 - 2 6 9 ( 19 9 8 ) .
B r a n d a , R F , Su l l i v a n , L . M . , O
'
N e i l l , J . R , F a l t a , M . T . , N i c k l a s , J A , H i r s c h , B . , V a c e k ,
P . M
,




" M e a s u r e m e n t o f H P R T M u t a n t F r e q u e n c i e s i n T - L y m p h o c y t e s
F r o m H e a lt h y H u m a n P o p u l a t i o n s ,
" M u t a t i o n R e s e a r c h . V o l 2 8 5
, p p 2 6 7 - 2 7 9 ( 19 9 3 ) .




N gh i e m , Y , a n d M i l l e r , J H ,
" M u tM
,
a Se c o n d M u t a t o r L o c u s i n
E s c h e r i c h ia c o l i T h a t G e n e r a t e s G :C - > T : A T r a n s v e r s i o n s
,
"
J o u r n a l o f B a c t e r i o l o g y .
V o l 17 0 , p p 5 4 0 5 - 5 4 0 7 ( 19 8 8 ) .
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B e r g e r , M , D o u k i , T , a n d R a v a n e t , J . - L ,
" O x i d a t i v e D a m a g e t o D N A ;
F o rm a t i o n , M e a s u r e m e n t , a n d B i o l o g i c a l S i g n i f i c a n c e ,
" R e v i e w s o f P h y s i o l o g y ,
B i o c h e m i s t r y , a n d P h a r m a c o l o g y , V o l 13 1 , p p 1 - 8 7 ( 19 9 7 )
C a rm i c h a e l , J , F o r r e s t e r , L M , L e w i s , A . D . , H a y e s , J D , H a y e s , P C . , a n d W o l f , C . R ,
" G l u t a t h i o n e S- T r a n s f e r a s e I s o z ym e s a n d G l u t a t h i o n e P e r o x i d a s e A c t i v i t y i n N o r m a l a n d
T u m o u r S a m p l e s F r o m H u m a n L u n g ,
"
C a r c i n o g e n e s i s , V o l 9 , p p 16 17 - 16 2 1 ( 19 8 8 )
C a s a d o , A , d e l a T o r r e , R , L o p e z - F e r n a n d e z , M E , C a r r a s c o s a , D , C a s a d o , M C . , a n d




Su p e r o x i d e D i s m u t a s e a n d C a t a l a s e B l o o d L e v e l s i n P a t i e n t s Wi t h
M a l i g n a n t D i s e a s e s ,
" C a n c e r L e t t e r s
.
V o l 9 3
, p p 18 7 - 19 2 ( 19 9 5 )





O x y - r a di c a l s a n d C a n c e r ,
"
T h e L a n c e t , V o l 3 4 4 , p p 8 6 2 - 8 6 3 ( 19 9 4 ) .
C e r u t t i , P . , G h o s h , R , O y a , Y , a n d A m s t a d , P . ,
"
T h e R o l e o f t h e C e l l u l a r A n t i o x i d a n t
D e fe n s e i n O x i d a n t C a r c i n o g e n e s i s ,
"
E n v i r o n m e n t a l H e a l t h Pe r sp e c t i v e s , V o l . 1 0 2 , p p .
12 3 - 13 0 ( 19 9 4 )
C h e n g , K C , a n d L o e b , L A ,
" G e n o m i c In s t a b i l i t y a n d T u m o r P r o g r e s s i o n : M e c h a n i s t i c
C o n s i d e r a t i o n s ,
" A dv a n c e s i n C a n c e r R e s e a r c h
,
V o l 6 0
, p p 12 1- 156 ( 19 9 3) .
















P o u p o n , M F , O u d a r d , S ,
D u t r i l l a u x , B , a n d B o i t e u x , S ,
" M u t a t i o n s i n O G G l , a G e n e I n v o l v e d i n t h e R e p a i r o f
O x i d a t i v e D N A D a m a g e , A r e F o u n d i n H u m a n L u n g a n d K i dn e y T u m o u r s ,
"
O n c o g e n e ,
V o l 16
, p p . 3 0 83 - 3 0 8 6 ( 19 9 8)




Z b o r o v s k a y a , I , L a k t i o n o v , K , D e l e k t o r s k a y a , V , P o l o t s k i i , B . ,
T a t o s y a n , A , a n d G a s p a r a n i a n , A ,
"
T w o C o n s i s t e n t l y D e l e t e d R e g i o n s W i t h i n
C h r o m o s o m e l p 3 2 - pt e r i n H u m a n N o n - Sm a l l C e l l L u n g C a n c e r ,
" M o l e c u l a r
C a r c i n o g e n e s i s , V o l 3 0 , p p 15 1- 1 5 8 (2 0 0 1) .




G r a n t , J . W , M e e s e , E U , a n d T r e n t , J M ,
"
Su b l o c a l i z a t i o n o f t h e G e n e
E n c o d i n g M a n g a n e s e Su p e r o x i d e D i s m u t a s e (M n S 0 D / S 0 D 2 ) t o 6 q 2 5 b y F l u o r e s c e n c e
i n s i t u H y b r i d i z a t i o n a n d So m a t i c C e l l H y b r i d M a p p i n g ,
"
G e n o m i c s
,
V o l 14
, p p 82 3 -
8 2 5 ( 19 9 2 )




G r a n t
,
J . W .
,




O b e r l e y , L W , a n d Sw a n s o n , P E ,
" I n c r e a s e d
M a n g a n e s e Su p e r o x i d e D i s m u t a s e E x p r e s s i o n Su p p r e s s e s t h e M a l i g n a n t P h e n o t y p e o f
H u m a n M e l a n o m a C e l l s
,
"
Pr o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s U SA . V o l
9 0
, p p 3 1 13 - 3 1 17 ( 19 9 3 )
C r a w f o r d , D . , Z b i n de n , I , A m s t a d , P . , a n d C e r u t t i , P ,
"
O x i d a n t St r e s s In d u c e s t h e P r o t o -
O n c o g e n e s c -f o s a n d c - my c i n M o u s e E p i de r m a l C e l l s ,
" O n c o g e n e . V o l 3 , p p 2 7 - 3 2
( 19 8 8 )
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C r a w f o r d , E . L , K h u d e r , S A . , D u r h a m , S J , F r a m p t o n , M , U t e l l , M . , T h i l l y , W . G ,








Je n n i n g s , C A , H a m m e r s l e y , J R . , O l s o n , D A , a n d
Wi l l e y , J C , " N o r m a l B r o n c h i a l E p i t h e l i a l C e l l E x p r e s s i o n o f G l u t a t h i o n e T r a n s f e r a s e
P I
,
G l u t a t h i o n e T r a n s f e r a s e M 3
,
a n d G l u t a t h i o n e P e r o x i d a s e i s L o w i n S u bj e c t s Wi t h
B r o n c h o g e n i c C a r c i n o m a ,
" C a n c e r R e s e a r c h , V o l . 6 0 , p p . 16 09 - 16 1 8 (2 0 0 0 ) .
D i I l i o , C , D e l B o c c i o , G , C a s a c c i a , R . , A c e t o , A , D i G i a c o m o , F , a n d F e d e r i c i , G ,
" Se l e n i u m L e v e l a n d G l u t a t h i o n e - D e p e n d e n t E n z y m e A c t i v i t i e s i n N o r m a l a n d
N e o p l a s t i c H u m a n L u n g T i s s u e s ,
" C a r c i n o g e n e s i s , V o l . 8 , p p 2 8 1 - 2 84 ( 19 87 )
D i z d a r o g l u , M . ,
" M e a s u r e m e n t o f R a d i a t i o n - I n d u c e d D a m a ge t o D N A a t t h e M o l e c u l a r
L e v e l
,
"
I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l o f R a d i a t i o n B i o l o g y , V o l 6 1, p p 17 5
- 18 3 ( 19 9 2 ) .
F l o h e
,
L
, G u n z l e r , W A , a n d L o s c h e r , G ,
"
T h e G l u t a t h i o n e P e r o x i d a s e R e a c t i o n : A K e y
t o U n d e r s t a n d i n g t h e Se l e n i u m R e q u i r e m e n t i n M a m m a l s ,
"
T r a c e M e t a l s i n H e a l t h a n d
D i s e a s e , R a v e n P r e s s , N e w Y o r k , 19 7 9 , p p 2 6 3 - 2 86 .




" Su p e r o x i d e D i sm u t a s e s A n A d a p t a t i o n t o a P a r a m a gn e t i c G a s ,
"
J o u r n a l o f
B i o l o g i c a l C h e m i s t r y . V o l 2 6 4 , p p 7 7 6 1- 7 76 7 ( 19 8 9 )




Y o s h i d a , M C . , O d a , H . , T a j i r i , T , N a k a b e p p u , Y , T s u z u k i , T , a n d
Se k i g u c h i , M ,
" G e n o m i c St r u c t u r e a n d Ch r o m o s o m e L o c a t i o n o f t h e H u m a n m u t T
H o m o l o g u e G e n e MT H l E n c o d i n g 8 - O x o - d G T P a s e f o r P r e v e n t i o n o f A :T t o C :G
T r a n s v e r s i o n
,
"
G e n o m i c s . V o l 2 4
, p p . 4 8 5 - 4 9 0 ( 19 9 4 )
G a s p a r a n i a n , A V , L a k t i o n o v , K K . , B e l i a l o v a , M S. , P i r o g o v a , N A , T a t o s y a n , A . G ,
a n d Z b o r o v s k a y a , I B ,
" A l l e l i c I m b a l a n c e a n d I n s t a b i l i t y o f M i c r o s a t e l l i t e L o c i o n
C h r o m o so m e I p i n H u m a n N o n - Sm a l l - C e l l L u n g C a n c e r ,
"
B r i t i s h J o u r n a l o f C a n c e r ,
V o l 7 7 , p p 16 0 4 - 1 6 1 1 ( 19 9 8 )












T u r n e r
,
D R
, a n d M o r l e y , A . A ,
" I n V i v o
H u m a n So m a t i c M u t a t i o n : F r e q u e n c y a n d Sp e c t r u m W i t h A g e ,
" M u t a t i o n R e s e a r c h
,
V o l
2 6 6 , p p 189 - 19 6 ( 19 9 2 )
G r o l l m a n
,
A P
. , a n d M o r i y a , M . ,
" M u t a g e n e s i s b y 8 - O x o g u a n i n e : A n E n e m y W i th i n ,
"
T r e n d s i n G e n e t i c s
.
V o l 9
, p p 2 4 6 - 24 9 ( 19 9 3 )




I s l e k e l , H , O t o , O , H a z a n , E , a n d A c i k e l , U . ,
"
E v a l u a t i o n o f So m e
A n t i o x i d a n t E n z y m e s i n L u n g C a r c i n o m a T i s s u e ,
"
C a n c e r L e t t e r s
,
V o l 10 3
, p p . 2 3 3 - 2 3 9
( 19 9 6 )









D N A D a m a g e b y O x y g e n - d e r i v e d Sp e c i e s I t s
M e c h a n i sm a n d M e a s u r e m e n t i n M a m m a l i a n Sy s t e m s ,
" FE B S L e t t e r s
,
V o l . 2 8 1
, p p . 9 - 19
( 19 9 1)
4 6
H a r d i e , L J , B r i g g s , J . A . , D a v i d s o n , L . A , A l l a n , J . M . , K i n g , R . F . J . G . , W i l l i a m s , G I ,





T h e E f e c t o f h O G G l a n d G l u t a t h i o n e P e r o x i d a s e I G e n o t y p e s a n d 3 p
C h r o m o s o m a l L o s s o n 8 - H y d r o x y d e o x y g u a n o s i n e L e v e l s i n L u n g C a n c e r ,
"
C a r c i n o g e n e s i s , V o l 2 1, p p 16 7 - 17 2 (2 0 00 )
H a y a k a w a , H , T a k e t o m i , A , Sa k u m i , K , K u w a n o , M , a n d Se k i gu c h i , M ,
" G e n e r a t i o n
a n d E l im i n a t i o n o f 8 - O x o - 7 , 8 - d i h y d r o - 2
'
- d e o x y gu a n o s i n e 5
'
- t r i p h o s p h a t e , a M u t a g e n i c
S u b s t r a t e f o r D N A Sy n t h e s i s , i n H u m a n C e l l s ,
"





















A r i y o s h i , Y , S u y a m a , M ,
T a k a g i , H , N a k a m u r a , Y , a n d T a k a h a sh i , T ,
"
T hr e e D i s t i n c t R e g i o n s I n v o l v e d i n 3 p
D e l e t i o n i n H u m a n L u n g C a n c e r ,
"
O n c o g e n e , V o l . 7 , p p . 4 4 5 - 44 9 ( 19 9 2 ) .








G l a n c e y , M J , Sc h l a g e r , J J . , P o w i s , G , B e c k e t t , G J . ,
H a y e s , J D , a n d W o l f , C . R ,
"
G l u t a t h i o n e S- T r a n s f e r a s e a n d G l u t a t h i o n e Pe r o x i d a s e
E x p r e s s i o n i n N o r m a l a n d T u m o u r H u m a n T i s s u e s ,
" C a r c i n o g e n e s i s . V o l 1 1 , p p 4 5 1 -
4 5 8 ( 19 9 0 ).
H u l e a , S . A , O l i n e s c u , R , N i t a , S , C r o c n a n , D , a n d K u m m e r o w , F A ,
"
C i ga r e t t e
Sm o k i n g C a u s e s B i o c h e m i c a l C h a n g e s i n B l o o d T h a t A r e Su g g e s t iv e o f O x i d a t i v e
St r e s s : A C a s e - C o n t r o l St u d y ,
"
J o u rn a l o f E n v i r o n m e n t a l P a t h o l o gy , T o x i c o l o gy a n d
O n c o l o g y , V o l 14 , p p . 1 7 3 - 180 ( 19 9 5 )
I s h i d a , T , T a k a s h im a , R . , F u k a y a m a , M , H a m a da , C , H i p p o , Y , F u j i i , T , M o r i y a m a ,
S , M a t s u b a , C , N a k a h o r i , Y , M o r i t a , H , Y a z a k i , Y , K o d a m a , T , N i s h i m u r a , S , a n d




" N e w D N A P o l y m o r p h i s m s o f H u m a n MMH / O G G l G e n e : P r e v a l e n c e o f
O n e P o l y m o r p h i sm A m o n g L u n g - A d e n o c a r c i n o m a P a t i e n t s i n J a p a n e s e ,
"
I n t e r n a t i o n a l
J o u r n a l o f C a n c e r , V o l 8 0 , p p 18 - 2 1 ( 19 99 )
Iw a sa k i , M , O ga w a , J , I n o u e , H , K ij im a , H , a n d W a t a n a b e , K . ,
"
I m m u n o h i s t o c h e m i c a l
Pr o p e r t i e s o f L i p i d P e r o x i d a t i o n a n d P r o g n o s i s i n A de n o c a r c i n o m a o f t h e L u n g ,
"
J o u r n a l
o f C a r d i o v a s c u l a r Su r g e r y ( T o r i n o ) . V o l 39 , p p 2 3 3- 2 3 6 ( 19 9 8)
Ja r u g a , P , Z a s t a w n y , T H . , Sk o k o w s k i , J , D i z d a r o gl u , M , a n d O l i n s k i , R ,
"
O x i d a t i v e
D N A B a s e D a m a g e a n d A n t i o x i d a n t E n z y m e A c t i v i t i e s i n H u m a n L u n g C a n c e r ,
" F E B S
L e t t e r s
.
V o l 3 4 1
, p p 5 9 - 6 4 ( 19 9 4 )









T h e O x i d a t i v e I n a c t i v a t i o n o f H u m a n A l p h a
- 1 - P r o t e i n a s e
I n h i b i t o r F u r t h e r E v i de n c e f o r M e t h i o n i n e a t t h e R e a c t i v e C e n t e r
,
"
J o u r n a l o f B i o l o gi c a l
C h e m i s t r y , V o l 2 54 , p p 4 0 22 - 4 0 2 6 ( 19 7 9 )








d e G r o u c h y , J . , Sa i d , R . , R e t h o r e , M O , T e n c o n i , R . , a n d D u f ie r ,
J . L . ,
"
R e g i o n a l A s s i gn m e n t o f C a t a l a s e (CA T ) G e n e t o B a n d 1 l p l 3 A s s o c i a t i o n W i th
t h e A n i r i d i a - W i lm s ' T u m o r - G o n a d o b l a s t o m a (WA GR ) C o m p l e x ,
"
A n n a l s o f G e n e t i c s ,
V o l . 2 3
, pp 16 5- 16 8 ( 19 80 ).
4 7
K a m a t h - L o e b
,
A . S . , H i z i , A . , K a s a i , H . , a n d L o e b , L . A . ,
"
I n c o r p o r a ti o n o f t h e G u a n o s i n e
T r i p h o s ph a t e A n a l o g s 8 - O x o - d G T P a n d 8 - N H 2 - d G T P b y R e v e r s e T r a n s c ri p t a s e s a n d
M a mm a l i a n D N A P o l ym e r a s e s ,
" J o u r n a l o f B i o l o g i c a l C h e m i s t r y , V o l . 2 7 2 , p p . 5 89 2 -
5 8 9 8 ( 19 9 7 )
K e n n e d y , C H . , C u e t o , R . , B e l i n s k y , S A , L e c h n e r , J F . , a n d P r y o r , W A ,
"
O v e r e x p r e s s i o n o i hM TH l m R N A : A M o l e c u l a r M a r k e r o f O x i d a t i v e St r e s s i n L u n g
C a n c e r C e l l s ,
"














I - G , a n d K a s a i , H ,
" Ch a n g e s i n D N A 8 - H y d r o x y g u a n i n e L e v e l s , 8
-
H y d r o x y g u a n i n e R e p a i r A c t i v i t y , a n d h O GG l a n d hM T H l m R N A E x p r e s s i o n i n H u m a n
L u n g A l v e o l a r E p i t h e l i a l C e l l s I n d u c e d b y C r o c i d o l i t e A sb e s t o s ,
"
C a r c i n o g e n e s i s . V o l .
2 2
, p p 2 6 5
- 2 6 9 (2 0 0 1)




















Su g im u r a , H , N o hm i , T ,









G e n e t i c P o l y m o r p h i s m s a n d A l t e r n a t i v e S p l i c i n g o f t h e
h O G G l G e n e
,
T h a t i s I n v o l v e d i n t h e R e p a i r o f 8- H y d r o x y g u a n i n e i n D a m a g e d D N A ,
"
O n c o g e n e , V o l . 16 , p p . 3 2 19 - 3 2 2 5 ( 19 9 8) .

































" M i s r e a d i n g o f D N A T e m p l a t e s C o n t a i n i n g 8 - H y d r o x y d e o x y gu a n o s i n e a t
t h e M o d i f i e d B a s e a n d a t A dj a c e n t R e s i d u e s ,
"
N a t u r e , V o l 3 2 7
, p p 7 7 - 7 9 ( 19 87 )
L u , R , N a s h , H M . , a n d V e r d i n e , G L ,
" A M a m m a l i a n D N A R e p a i r E n z ym e T h a t
E x c i s e s O x i d a t i v e l y D a m a g e d G xm n i n e s M a p s t o a L o c u s F r e q u e n t l y L o s t i n L u n g
C a n c e r
,
"
C u r r e n t B i o l o g y , V o l 7
, p p 3 9 7 - 4 0 7 ( 19 9 7)
L u d w i g , C U , R a e fl e , G , D a l q u e n , P , St u l z , P . , St a h e l , R , a n d O b r e c h t , J . P ,
"
A l l e l i c
L o s s o n t h e Sh o r t A r m o f C h r o m o s o m e 1 1 i n N o n - Sm a l l C e l l L u n g C a n c e r ,
"
I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l o f C a n c e r , V o l 4 9 , pp . 6 6 1 - 6 6 5 ( 19 9 1)




a n d S e k i g u c h i , M ,
" M u t T P r o t e i n Sp e c i fi c a l l y H y d r o l y s e s a P o t e n t M u t a g e n i c
Su b s t r a t e fo r D N A Sy n th e s i s ,
"
N a t u r e
,
V o l 3 5 5
, p p 2 7 3 - 2 7 5 ( 19 9 2 )
M a l i n s , D C , a n d H a im a n o t , R ,
" M aj o r A l t e r a t i o n s i n t h e N u c l e o t i d e St r u c t u r e o f D N A
i n C a n c e r o f t h e Fe m a l e B r e a s t ,
"
C a n c e r R e s e a r c h , V o l . 5 1
, p p 5 4 3 0 - 5 4 3 2 ( 19 9 1)
M e l l o n i , B , L e f e b v r e , M - A , B o n n a u d , F , V e r g n e n e gr e , A , G r o s s i n , L , R i g a u d , M ,





A n t i o x i d a n t A c t i v i t y i n B r o n c h o a l v e o l a r L a v a g e F l u i d f r o m P a t i e n t s
w i t h L u n g C a n c e r ,
"
A m e r i c a n J o u r n a l o f R e s p i r a t o r y a n d C ri t i c a l C a r e M e d i c i n e , V o l
1 54 , p p 170 6 - 17 1 1 ( 19 9 6 )












a n d M i l l e r , J H ,
" E v i d e n c e T h a t M u t Y a n d





P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f Sc i e n c e s U SA . V o l . 8 9 , p p . 7 0 2 2 - 7 0 2 5









a n d Se k i g u c h i , M ,
"
H y d r o l y t i c E l i m i n a t i o n o f a M u t a g e n i c
N u c l e o t i de , 8 - O x o - d G T P , b y H u m a n 18 - K i l o d a l t o n P r o t e i n : Sa n i t i z a t i o n o f N u c l e o t i d e
P o o l
,
"
P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f Sc i e n c e s U SA . V o l 8 9 , p p 1 10 2 1 - 1 10 2 5
( 19 9 2 ) .
M o s c o w
,














W e n g , Y . , Z h a o , W. - P . , Wh a n g - P e n g ,
J . , L i n e h a n , W . M , a n d C o w a n , K H ,
"
E x a m i n a t i o n o f H u m a n T u m o r s F o r r h o A
M u t a t i o n s ,
"
O n c o g e n e . V o l . 9 , pp . 18 9 - 19 4 ( 19 9 4 a )
M o s c o w , J A , Sc hm i d t , L , I n gr a m , D T , G n a r r a , J , J o h n s o n , B , a n d C o w a n , K H . ,
" L o s s o f H e t e r o z y g o s i t y o f t h e H u m a n C y t o s o l i c G l u t a t h i o n e P e r o x i d a s e I G e n e i n L u n g
C a n c e r
,
"
C a r c i n o g e n e s i s . V o l 15 , p p 2 7 69 - 2 7 7 3 ( 19 9 4 b )
N a r a y a n a n , P K . , G o o d w i n , E H , a n d L e hn e r t , B E ,
"
A l p h a P a r t i c l e s I n i t i a t e B i o l o g i c a l
P r o d u c t i o n o f Su p e r o x i d e A n i o n s a n d H y d r o g e n P e r o x i d e i n H u m a n C e l l s ,
"
C a n c e r
R e s e a r c h
.
V o l 5 7 , p p 3 9 6 3 - 3 9 7 1 ( 19 9 7 ) .
N a sh , H M , B r u n e r , S . D , Sc h a r e r , O . D . , K a w a t e , J , A d d o n a , T A , Sp o o n e r , E . , L a n e ,
W . S , a n d V e r d i n e , G L . ,
"
C l o n i n g o f a Y e a s t 8 - O x o g u a n i n e D N A G l y c o sy l a s e R e v e a l s
t h e E x i s t e n c e o f a B a s e - E x c i s i o n D N A - R e p a i r P r o t e i n Su p e r f a m i l y ,
"
C u r r e n t B i o l o g y .
V o l . 6
, p p 9 6 8 - 9 8 0 ( 19 9 6 )
N g h i e m , Y , C a b r e r a , M , C u p p l e s , C G , a n d M i l l e r , J H . ,
"
T h e m u t Y G & a s , : a M u t a t o r
L o c u s i n E s c h e r i c h i a c o l i T ha t G e n e r a t e s G : C - ^ T A T r a n s v e r s i o n s
,
" P r o c e e d i n g s o f t h e
N a t i o n a l A c a d e m y o f Sc i e n c e s U SA . V o l 8 5 , p p 2 7 0 9 - 2 7 13 ( 19 8 8 ) .
N o s e , K , Sh i b a n u b a , M , K i k u c h i , K , K a g e y a m a , H , Sa k i y a m a , S . , a n d K u r o k i , T ,
" T r a n s c r i p t i o n a l A c t i v a t i o n o f E a r l y - R e s p o n s e G e n e s b y H y dr o ge n P e r o x i d e i n a M o u s e
O s t e o b l a st i c C e l l L i n e ,
"
E u r o pe a n J o u r n a l o f B i o c h e m i s t r y , V o l 2 0 1, p p 9 9 - 1 0 6 ( 19 9 1) .
O k a m o t o , K , T o y o k u n i , S . , K im , W . - J , O g a w a , O . , K a k e h i , Y , A r a o , S , H i a i , H , a n d




" O v e r e x p r e s s i o n o f H u m a n / w w ^ ^ H o m o l o g u e G e n e M e s s e n g e r RN A i n
R e n a l - C e l l C a r c i n o m a : E v i d e n c e o f P e r s i st e n t O x i d a t i v e St r e s s i n C a n c e r
,
"
I n t e r n a t i o n a l
J o u r n a l o f C a n c e r
.
V o l 6 5
, p p 4 3 7 - 4 4 1 ( 19 9 6 ).
O k a m o t o , K . , T o y o k u n i , S . , U c h i d a , K . , O g a w a , O . , T a k e n e w a , J , K a k e h i , Y , K i n o sh i t a ,
H
,













F o r m a t i o n o f 8 - H y d r o x y - 2
'
-
D e o x y gu a n o s i n e a n d 4 - H y d r o x y - 2 - N o n e n a l - M o d i f i e d P r o t e i n s i n H u m a n R e n a l C e l l
C a r c i n o m a
,
"
I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l o f C a n c e r
.
V o l . 5 8
, p p . 82 5- 82 9 ( 19 9 4 )
O l i n s k i , R . , Z a s t a w n y , T , B u d z b o n , J . , Sk o k o w s k i , J , Z e ga r s k i , W . , a n d D i z d a r o g l u , M . ,
" D N A B a s e M o d i f i c a t i o n s i n C h r o m a t i n o f H u m a n C a n c e r o u s T i s s u e s ,
"
F E B S L e t t e r s .
V o l 3 0 9
, p p . 19 3 - 19 8 ( 19 9 2 ) .
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a n d I y e r , G Y ,
"
E r y t h r o c y t e C a t a l a s e a n d D e t o x i c a t i o n o f H y d r o g e n
P e r o x i d e
,
"
C a n a d i a n Jo u r n a l o f B i o c h e m i s t r y . V o l . 4 3 , p p . 10 2 9 - 10 3 9 ( 19 6 5 ) .












a n d K u n k e l
,
T . A ,
" D N A R e p l i c a t i o n F i d e l i t y W i th
8 - O x o d e o x y g u a n o s i n e T r i p h o s ph a t e ,
"
B i o c h e m i s t r y . V o l 3 3 , p p 4 6 9 5 - 4 7 0 1 ( 19 94 )
P r y o r , W A . ,
" C i g a r e t t e Sm o k e R a d i c a l s a n d t h e R o l e o f F r e e R a d i c a l s i n C h e m i c a l
C a r c i n o g e n i c i t y ,
"
E n v i r o n m e n t a l H e a l t h P e r s p e c t i v e s , V o l 1 0 5 , S u p p l e m e n t 4 , p p 8 7 5 -
8 82 .
R a d i c e l l a , J P , D h e r i n , C , D e s m a z e , C , F o x , M S , a n d B o i t e u x , S . ,
" C l o n i n g a n d
C h a r a c t e r i z a t i o n o f h O G G I
,
a H u m a n H o m o l o g o f t h e O G G l G e n e o f Sa c c h a r o m y c e s
c e r e v i s i a e
,
' '
P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f Sc i e n c e s U S A , V o l 9 4 , p p . 80 10 -
8 0 15 ( 19 9 7 )
R a t n a s i n gh e , D , T a n g r e a , J A , A n d e r s o n , M R , B a r r e t t , M J , V i r t a m o , J , T a y l o r , P R . ,





G l u t a t h i o n e P e r o x i d a s e C o d o n 1 9 8 P o l ym o r p h i s m V a r i a n t I n c r e a s e s
L u n g C a n c e r R i s k ,
"
C a n c e r R e s e a r c h . V o l . 6 0 , p p . 6 3 8 1- 6 3 83 (2 0 0 0 ) .
R o l d a n - A r jo n a , T , W e i , Y F . , C a r t e r , K . C , K l u n g l a n d , A , A n s e lm i n o , C , W a n g , R P. ,
A u g u s t u s , M , a n d L i n d a h l , T ,
" M o l e c u l a r C l o n i n g a n d Fu n c t i o n a l E x p r e s s i o n o f a
H u m a n c D N A E n c o d i n g th e A n t im u t a t o r E n z y m e 8 - H y d r o x y g u a n i n e - D N A
G l y c o s y l a s e ,
"
P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s U SA , V o l 9 4 , p p 80 16 -
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